Preparazione per le esercitazioni del Corso di Biocristallografia e Microscopia Elettronica
Anno accademico 2024/25

Le esercitazioni prevederanno l'analisi dei dati cristallografici raccolti sulla linea di luce di
sincrotrone XRD2 di Elettra, dall’indicizzazione all’affinamento della struttura e alla sua validazione.

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

(2) Installare i software necessari per I'analisi. Per I'analisi dei dati cristallografici verranno
utilizzati 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.

Dati di diffrazione raccolti presso la beamline XRD2 di Elettra

Le immagini di diffrazione possono essere scaricate in formato compresso dalla mia cartella di
Google Drive, al link che & disponibile su Moodle. Ciascun file delle immagini ha una dimensione di
circa 6 MB, ma sono contenuti in una cartella compressa.

Installazione di CCP4

Per scaricare il software, andate sul sito http://www.ccp4.ac.uk/ (il link & anche presente in versione
“clickabile” su Moodle). Al momento |'ultima versione é la 9.0. Queste istruzioni pero sono state
scritte per la versione 8.0 — spero che i cambiamenti nel sutup non siano significativi.

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  GNU/Linux  MS Windows  MS Windows - Subsystem for Linux  Source code

Here you can download the latest version of the CCP4 Software Suite, version 8.0, code name Addingham. See the announcement for further information. See also the
installation instructions for details on installing CCP4.

Binary downloads for MS Windows

The binary packages for Microsoft Windows are available below. These include SHELX and WinCoot (version 0.9.8.92) as optional components. 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.

Issues have previously been reported when using CCP4 software, while having Avast AV running on Windows systems. We therefore recommend using the default Windows
Defender software as an alternative when installing or using CCP4 software.
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To try the latest version of the CCP4 Suite while still keeping the previous one,
unpack the installer using 7z and run ccp4i2.bat or ccpdi.bat.

Una volta che il file & stato scaricato completamente, pud essere avviato. Su Windows basta il
doppio click sul file, che € un eseguibile. Su Linux & necessario estrarlo (il file scaricato € un tar.gz) e
poi renderlo eseguibile (da terminale: chmod 777 <nome del file>). Attenzione: questo & un file di
setup che permettera il download degli eseguibili; perche I'installazione 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 di una
versione pil vecchia, ma quella in Windows della nuova versione dovrebbe essere molto simile):

CCP4 Setup Manager ™
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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 || 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 ‘w Next H Cancel‘

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

CCP4 Setup Manager >

CCP4 7.1 setup, step 2 out of 5

Choose components to install:

o FulLsize | e, SHELXD, SHELXE and ANODE. Note thata
. gﬁ::xProgram Sulte v7.1.000 1‘;'2932 SHELX licence is still required. This can be generated via
the SHELX homepage, a link will be presented as part of

t4 /B\Rli/w%m: Vba'o 6;%"22 the installation process. SHELX programs are stand-
Lgcale:olg liabraasr?es for ARCIMBOLDO B 45'1 MB alone executables with ZERO dependencies, but
MORDA v32 - 3.6GB currently only SHELXD and ANODE are highly parallel.

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

} Back H Next : Cancel \

In questa schermata selezionate i software che vi interessa scaricare. | software che ci servira di
installare sono: iMosflm, CCP4 Program Suite, ARP/WARP e Coot. Selezionate quelli che vedete
nell’elenco e 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 all

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, v

® |agree O 1do not agree

Back || Next || cancel

CCP4 Setup Manager

CCP4 7.1 setup, step 3.c out of 5

Confirm ARP/WARP Licence. ARP/wARP software is not covered by the general CCP4 license. Members of not publically
funded academic and/or education and/or research institutions must obtain a commercial ARP/WARP license from http://www.arp-warp.org
Your data will be communicated to ARP/wARP server for verification.

ACADEMIC SOFTWARE LICENSE AGREEMENT FOR END-
USERS AT PUBLIC FUNDED ACADEMIC, EDUCATION OR

Surname: De Zorzi RESEARCH INSTITUTIONS FOR THE USE OF ARP/WARP

8.0

By clicking the Acceptance button for the ARP/WARP 8.0 Software
("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.

[»)

First name: Rita

E-mail: rdezorzi@units.it

»

Licence type: | academic $

If you are not a member of a public funded academic and/or education
® lagree I do not agree and/or research institution vou must obtain a commercial license from

4]

| Back || Next || cancel |

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




CCP4 Setup Manager YooY <)

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:

@ 3

CCP4 Setup Manager om0

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

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 " Ya) <)

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 Ffiles Finish

Una volta terminata l'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.



Verifica dell’installazione

Qualche ulteriore step permette di verificare che i programmi funzionino nel modo corretto. Per
questa verifica sono necessarie le immagini di diffrazione che dovrete aver gia scaricato.
Cominciamo verificando CCP4i2 (icona centrale qui sopra). Quando aprite il programma dovreste

visualizzare questa finestra:
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Da qui scegliete “Integrate X-ray images” (seconda voce sulla destra).
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Nel menu che si apre, selezionate “Integrate images with Mosflm” (doppio click).
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Filer: |0r:l,- show jobs containing text typed here | N Input Results Comments
Job/File Evaluation Sl
* 5 Integrate images with Mosflm Job title |Integmte images with Mosfim
» & 4integrate images with Mosfim -
> & 3 Data reduction Sgp=P 1 21 1 res=0.73 Rmeas=0. "\ Use data from job |3 Data reduction - AIMLESS | asinput below..

» A 2 Integrate images with Mosflm
% & 1 Integrate images with Mosfim
Start iMosflm and capture data on output

Click "Run” to start
‘When you have finished integration in Mosfim, select "Session->Extt" to return here
Then use the "Data reduction” follow-on task

Premete il pulsante Run (terzo pulsante in alto, con 'omino che corre). Dovrebbe aprirsi un’altra
finestra, quella del software Mosflm che ci servira per indicizzazione e integrazione delle immagini
di diffrazione.

iMosflm version 7.3.0, 21st August 2019

Session Settings Help

NDealex [F |- E

@ [ Images

Images T§ Lactice 1 Unknown
- * Spacegroup Unknown
+ =l B Mosaicity 0.00
[ B Mosaic block size 100

History




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 720
immagini presenti nella cartella.

iMosflm version 7.3.0, 21st August 2019
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Allo stesso tempo si apre una finestra con I'immagine di diffrazione:

Image 1 (:35.26-35.56) - iMosflm version 7.3.0, 21st August 2019

Image View Settings
& & [lyso2_rac_2_ 00001 cbf ~]Goto sum[ 7]|® © @ © @ Latice -]
FRxROBEe[ T+ » 1960 « I O]%]

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 0.8.9.2 EL

File Edit Calculate Draw Measures Validate HID About Ligand Extensions |
. i , B R/RC
= ) ResetView [ Display Manager -= #&
Map
©
(]
T
1
3
2
ol
2
,_{"
&
Ay
o
o
>
Good Evening Rita, Welcome to Coot version 0.8.9.2

Se siete arrivati qui anche Coot dovrebbe essere a posto.

Se siete arrivati qui tutto ha funzionato! In caso contrario, mandatemi una mail (rdezorzi@units.it)
e se necessario vi fornisco una vecchia versione dei software.




