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SYSTEMATIC ANALYSIS OF CRYSTAL AND MOLECULAR STRUCTURES
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In sti tute of Macromolecular Chem is try AV ÈR, Heyrovského nám.2, 16206 Praha 6,
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Cur rently avail able sources of ex per i men tally de ter mined
mo lec u lar struc tures for anal y sis of re la tions be tween
struc ture and func tion are:

Cam bridge Struc ture Da ta base of Or ganic and
Organometalic Com pounds (CSD) [1] is dis trib uted in
our coun try by the Crys tal lo graphic As so ci a tion. It con -
tains pres ently 703 297 or ganic struc tures, 339 297 con -
tain ing at least one metal atom and 221 037 con tain ing at
least one halo gen atom. 

The da ta base is searched by self-ex plan a tory pro gram
Con Quest . The best tool for vi sual in spec tion of struc tures
in crys tal line phase is MERCURY 3.0 [2]. Some other as -
pects of us ing the CSD are re viewed in [3]. Teach ing mod -
ules are at http://www.ccdc.cam.ac.uk/suport/documen-
tation/csd/teach ing_egs/toc.html. Ad vanced case stud ies
are at http://www.ccdc.cam.ac.uk/case_stud ies/small_mol/ 
for in or ganic struc tures and at http://www.ccdc.cam.ac.uk/
case_stud ies/life_sci ence/  for life sci ences. The teach ing
ver sion is free of charge. The full ver sion is avail able for a
rea son able fee paid yearly.

Pro tein Data bank (PDB)” [4] con tains 81 553
macromolecular struc tures mostly of bi o log i cal or i gin.
71 508 of them were de ter mined by X-ray dif frac tion,
9 354 by so lu tion NMR, 51 by solid state NMR, 38 by neu -
tron dif frac tion, 32 by elec tron dif frac tion, and 428 by elec -
tron mi cros copy.

75 525 of these struc tures are pro teins, 1 340 are DNA
frag ments, and 907 RNA. 41 052 struc tures orig i nate from
eukaryota, 29 945 from bac te ria, 4 826 from vi ruses, 3 215
from archea, and 3 743 from other sources. As far as
eukaryota, 19 952 struc tures of bi o log i cal macromolecules
orig i nate from Homo Sa pi ens, 5 854 from E-coli, 3 513
from Mus Musculus, 2 148 from Saccharomyces Cere -
visiae, 2 047 from Bos Taurus, etc. The most fre quently
pres ent en zyme types are hy dro las es 16 952, trans fer as es
12 493, oxydoreductases 7 480, lyases 3 340, iso mer as es
1 900 and ligases 1 696. 

The PDB site re fers to many use ful pro grams for struc -
ture anal y sis, e.g. for in spec tion of ad sorp tion of lig ands on 
pro tein sur face is the Pro tein Ex plorer [5]. The use of da ta -
base is free.

The da ta base of hu man dis ease-re lated VIS (http:
//www.scbit.org/dbmi/drvis) col lects and main tains hu man 
dis ease-re lated VIS data, in clud ing char ac ter is tics of the
ma lig nant dis eases, chro mo some re gion, genomic po si tion
and vi ral–host junc tion se quence. The cur rent da ta base
cov ers about 600 nat u ral VIS of 5 oncogenic vi ruses rep re -
sent ing 11 dis eases. Among them, about 200 VIS have
viral–host junction sequence.

Poly mer Struc ture Da ta base (PolyBase) [6] con tains
struc tures of syn thetic poly mers de ter mined ex per i men -
tally in solid state and sev eral thou sands of “snap shots” of
the PEG-like poly mers built in the en vi ron ment of bi o log i -
cal macromolecules. Non-com mer cial us ers in the Czech
and Slovak Re pub lics can get ac cess to these ser vices. 

The Nu cleic Ac ids Data Bank (http://ndbserver.
rutgers.edu/) con tains 5 897 struc tures of oligonucleotides.
The link  http://ndbserver.rutgers.edu/ed u ca tion/in dex.
html  re fers to sev eral use ful links to teach ing and ed u ca -
tional resources. All events re lated to the Nu cleic Ac ids
Data Bank are ar chived in the NDB News let ter http://
ndbserver.rutgers.edu/NDB_news/in dex.html. The use of
the database is free.

The In or ganic Crys tal Struc ture Da ta base (http:
//www.fiz-karlsruhe.de/icsd_con tent.html) cur rently con -
tains 150 042 in or ganic struc tures.  1 616 crys tal struc tures
of el e ments, 28 354 struc tures of bi nary com pounds,
55 436 ter nary com pounds and 54 144 quarternary and
quintenary com pounds. The da ta base is up dated twice a
year, add ing each time about 3 500 new re cords. The da ta -
base should be purchased di rectly from http://www.
fiz-karlsruhe.de.

The da ta base CRYSTMET®  - Met als and Al loys
(http://www.tothcanada.com/) con tains 139 058 en tries
with crit i cally eval u ated crys tal lo graphic data, atomic co -
or di nates and cal cu lated pow der dif frac tion pat terns for
met als, al loys, intermetallics and min er als. The da ta base is
closely re lated to a soft ware pack age for ma te ri als
modelling “Ma te ri als Toolkit  2.7.1” pub lished in [7].  

The Crys tal log ra phy Open Da ta base – COD
(http://www.crys tal log ra phy.net) col lects all known „small 
mol e cule” and “small-me dium sized unit cell“ crys tal
struc tures and makes them avail able freely on the internet.
It con tains more than 150 000 struc tures [8].

Sim ple use of da ta bases makes usu ally no prob lem. An
ad vanced us age may be more so phis ti cated and re quires
some ex pe ri ence. In case of in ter est in the ad vanced
courses and dis cus sion meet ings or ga nized in the next
three years, please fill the at tached ten ta tive form. It en -
sures that you will re ceive the fi nal in for ma tion about the
pro gram and ex act date of the in di vid ual courses. 

The re search is sup ported by GA ÈR 310/09/1407.

1. F. H. Allen, Acta Cryst., B58, (2002), 380-388.
(www.ccdc.cam.ac.uk).

2. C. F. Macrae et al, J. Appl. Cryst., 41, (2008), 466-470.

3. J. Hašek, Chem. Listy 105, (2011), 467-475.



Ó Krystalografická spoleènost

Ma te ri als Struc ture, vol. 19,  no. 2 (2012)       87

4. H.M. Berman et al, Nu cleic Ac ids Res., 28, (2000),
235-242. (//ftp.wwpdb.org/pub/pdb/doc/news let -
ters/rcsb_pdb)

5. http://www.pdb.org/pdb/staticHelp.do?p=help/view -
ers/ligandExplorer_viewer.html

6. J. Hašek et al, Zeitschrift fur Kristallogr. 28, (2011),
475-480. 

7. Y.L. Page, J.R. Rodgers, J. Appl. Crystallogr. 38, (2005),
697-705. 

8. S. Grazulis et al, Nu cleic Ac ids Re search, 40, (2012),
420-427.

L10

MULTIVARIATE METHODS FOR MACROMOLECULAR STRUCTURE SOLUTION
FROM EXPERIMENTAL PHASES

P. Skubák, N. S. Pannu

De part ment of Biostructural Chem is try, Leiden Uni ver sity, Leiden (the Neth er lands)
p.skubak@chem.leidenuniv.nl

Tra di tion ally, the pro cess of macromolecular struc ture so -
lu tion con sists of sep a rate ex per i men tal phas ing, den sity
mod i fi ca tion and model build ing with re fine ment (Fig. 1a). 
First, ex per i men tal phas ing pro vides ini tial es ti mates of the 
phases us ing a prob a bil ity dis tri bu tion Pph of sev eral struc -
ture fac tors with a known re la tion. The ini tial map con -
structed us ing the ini tial phases is then re peat edly mod i fied 
in or der to in tro duce ex pected pro tein elec tron map fea -
tures into the it. Since this pro cess also in tro duces er rors
into the map, the re sult ing map is usu ally re com bined with
the ini tial map us ing a re cip ro cal space prob a bil ity dis tri bu -
tion PDM, fol lowed by an other den sity mod i fi ca tion it er a -
tion of the re com bined map. Af ter sev eral it er a tions, the
re com bined map is used for it er a tive trac ing of the model
with its re cip ro cal space re fine ment us ing prob a bil ity dis -
tri bu tion Pref.

Typ i cally, only the ex per i men tal phas ing tar get Pph is
re garded a func tion of sev eral re lated struc ture fac tors
which in herit the in for ma tion about phases. The prob a bil -
ity dis tri bu tions PDM and Pref are con sid ered univariate
func tions of a sin gle struc ture fac tor, ig nor ing the ex per i -

men tal phase in for ma tion. While this ap proach is of ten suf -
fi cient, the use of the ex tra in for ma tion may be es sen tial at
lower res o lu tions as it in creases the low ob ser va tions-
 to-pa ram e ters ra tio or  in the case of weak ini tial phases as
it en ables to re tain and fur ther im prove the qual ity of the
phase es ti mates.

The phase in for ma tion can be in di rectly in cor po rated
into the univariate tar gets PDM and Pref, us ing the phase dis -
tri bu tion ob tained from phas ing [1]. How ever, this method
suf fers by sev eral the o ret i cal and prac ti cal short com ings.
In deed, we have shown that di rect in cor po ra tion of the ex -
per i men tal phase in for ma tion by a multivariate func tion for 
model re fine ment, mod el ing the re lated struc ture fac tors
and the cor re la tions be tween them, re moves un jus ti fied as -
sump tions and pro vides higher qual ity mod els than the re -
fine ment func tion with in di rect phase in for ma tion
in cor po ra tion [2]. Sim i larly, we have shown that a multi -
variate func tion for com bi na tion of the den sity mod i fied
maps and ex per i men tal maps can lead to sig nif i cant im -
prove ments in qual ity of the elec tron den sity maps [3].

Fig ure 1. Pro cess of struc ture so lu tion from ex per i men tal phases.

a) The tra di tional pro cess of struc ture so lu tion. The steps are sep a rated and a dif fer ent func tion (P) is used in phas ing, den sity mod i fi ca -
tion phase com bi na tion and model re fine ment.

b) The new struc ture so lu tion in which a sin gle multivariate func tion in cor po rates phase in for ma tion and den sity mod i fi ca tion in for ma -
tion in the cur rent model refinement.



Re cently, we have de rived a novel multivariate like li -
hood tar get func tion for re fine ment of a (par tial) model
which in cor po rates both the phase in for ma tion and  the
den sity mod i fi ca tion in for ma tion di rectly in the re fine ment 

func tion. The func tion en ables to con sider the tra di tion ally 
sep a rate steps of macromolecular X-ray struc ture de ter mi -
na tion from ex per i men tal phases as one uni fied pro cess
(Fig. 1b) that can lead to com bined and sig nif i cant im -
prove ments. 

The new func tion has been im ple mented in the re fine -
ment pro gram Refmac5 [4] and com bined with den sity
mod i fi ca tion and model build ing in the CRANK suite [5].
Tests per formed show the new ap proach al lows for many
struc tures to be built au to mat i cally that eluded cur rent
meth ods, es pe cially for data at lower res o lu tions or with
weak ex per i men tal phase in for ma tion.
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Úvod

Automatizované hledání ligandù v pro tein-ligandových
komplexech je žádané v nìkterých moderních metodách
designu léèiv jako je napø. FBDD (frag ment-based drug
de sign). FBDD je relativnì nová metoda [1] objevování
léèiv. Místo hledání celého léèiva se hledají nejprve
jednotlivé malé fragmenty, které mají doplòkový povrch a
vysokou interakèní energii k aktivnímu místu cílového
proteinu. Výbìr cílových proteinù byl umožnìn souèas -
ným dramatickým rozvojem metod molekulární biologie,
genetiky a pøíbuzných disciplin. Principiální prùlom v
designu léèiv je vyžití fyzikálních metod screeningu jako je 
NMR nebo rtg. krystalografie místo farma kologického
screeningu (HTS). Princip FBDD metody je velmi jedno -
duchý a je zobrazen na obr. 1. Malé fragmenty se následnì
spojí chemickými metodami do vìtší molekuly, tak aby
prostorové rozložení funkèních skupin bylo stejné jako ve
struktuøe pro tein-ligandových komplexù. Klasické farma -
ko lo gické nebo biochemické metody obyèejnì vùbec
nejsou schopné detekovat požadovanou biologickou akti -
vitu tìchto malých fragmentù. 

V rtg. metodách se používá koktejl 4-10 malých
molekul z knihovny obsahující øadovì 100 slouèenin.
Pokud by byla cílová molekula složena ze tøí fragmentù je
taková knihovna ekvivalentní knihovnì jednoho milionu
testovaných slouèenin. Uvedený koktejl se aplikuje na

nativní proteinový krystal, který si sám vybere nejvhod -
nìjší slouèeninu. Tento proces se opakuje s jinými
koktejly. Následný difrakèní ex per i ment je plnì automa -
tizový a celý krystalografický screen ing trvá pouze desítky
hodin. Úlohou proteinové krystalografie je urèit typ
navázaného ligandu a jeho pozici v proteinové struktuøe. 

 Me to da

Naše metoda [2] na lokalizaci malých molekul v pro -
tein-ligand komplexech, fázovaná rotaèní-konfor maè ní -
-translaèní funkce (PRCTF) je urèitou analogií metody
molekulového nahrazování (MR). Všeobecnì, PRCTF je
principiální nástroj na lokalizaci molekulových fragmentù
v elektronové hustotì krystalu a mùže být formulována
jako

F t t t dVc f

V

( , , ) ( ) ( , )a t r r a= ò   (1)

kde rc je elektronová hustota krystalu, definovaná pro
kouli o objemu V (s polomìrem Rex) v okolí møížkového
bodu, který pøísluší translaènímu vektoru t. rf je elektro -

nová hustota hledaného fragmentu. Elektronová hustota

fragmentu je funkcí konformace (vektor torzních úhlù, t) a

orientace (tøi Eulerovy úhly, vektor a). Geometrický støed
fragmentu je umístnìn do poèátku souøadného systému.
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Elektronovou hustotu v kouli je možné popsat pomocí
sférických harmonických (Ylm) a sférických Besselových
[gl(knlr)] funkcí (urèitá analogie atomových orbitalù, s
využitím hlavního, orbitalového a magnetického
kvantového èísla) a rozvojové koeficienty je možné
vypoèítat ze strukturních faktorù:

r j q) = j q( , , ( ) ( , )r a g k r Ynml l nl lm
mln

ååå   (2)

a i Y R h anlm
l

lm h h nl
h

= -å ( ) ( , ) ( , )* J j  (3)

Analogicky je možné urèit rozvojové koeficienty
elektronové hustoty fragmentu:

b r S r d d drnlm f nlm

r

a

=
===

òòò r q j q q j
q

p

j

p

( , , ) sin2

000

2

 (4)

Orientaci fragmentu je potom možné poèítat pomocí FFT.
Koeficienty Clmm se vypoèítají z koeficientù anlm a bnlm.
Dmm jsou Wignerovy matice pro mo ment hybnosti
používané v kvantové mechanice.

R c d i m mlm m m m
l

lmm

( ) ( ) exp[ ( ' )]' '
'

a, b, g b a g=
æ

è
ç

ö

ø
÷ - +ååå  (5)

V PRCTF se na lokalizaci fragmentù v elektronové
hustotì, v skuteènosti elektronová hustota vùbec nepou -
žívá. Metoda je implementována v programu NUT [2].

Pro velmi malé fragmenty, nízké rozlišení nebo nepøes -
né fáze strukturních faktorù nemá pøekryvový integrál (1)
nìkdy dostateènou schopnost odlišit správná a falešná
øešení. Za tímto úèelem byl napsán malý pro gram DOK,
který poèítá interakèní energii mezi ligandem a proteinem
v pøíslušné proteinové dutinì (cav ity). Kombinací dvou
fyzikálnì odlišných pøístupù je možné eliminovat praktic -
ky všechna nesprávná øešení.

Od ka zy

1. W. Jahnke, D.A. Erlanson, Frag ment-based Ap proaches in
drug Dis cov ery, WILEY-VCH, Weinheim, Ger many,
2006.

2. F. Pavelcik, J. Appl. Cryst. 39, (2006), 483-486.
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Podobnost tvaru difrakèních profilù s grafickým znázor -
nìním funkcí hustoty pravdìpodobnosti v matema tické
statistice vedla k formálnímu pøevzetí nìk terých pojmù
matematického aparátu teorie pravdì podobnosti a k jejich
využití pro popis difrakèních profilù. Zejména se jednalo o
momenty funkce hustoty pravdìpodobnosti, které struènì,
numericky popisují polohu, rozptyl, asymetrii a plochost
rozložení náhodné promìnné.

Podobnì tomu, se poloha difrakèního profilu, kromì
polohy jeho max ima, mùže popisovat polohou jeho tìžištì
– což je první mo ment kolem poèátku (souøadnic). Kromì
šíøky v polovièní výšce profilu, nebo kromì integrální
šíøky lze šíøku difrakèního profilu popsat variancí –
druhým centrálním momentem. Asymetrii, resp. plochost
difrak èního profilu lze kvantitativnì popsat pomocí
parametrù souvisejících se tøetím, resp. ètvrtým momen -
tem.

 Jednou z výhod popisu difrakèních profilù pomocí
momen tù je to, že pro funkce svázané relací konvoluce
platí urèité vztahy také pro jejich momenty. Zejména pro
tìžištì a vari ance jsou tyto vztahy velmi jednoduché.

Pøitom je re lace konvoluce u difrakèních profilù velmi
dùležitá. Vyjadøuje souvislost mezi profilem mìøeným,
instrumentálním a fyzikálním. Podobnì tak mezi profilem
fyzikál ním, profilem od velikosti krystalických èástic a
profilem od mikrodeformací. Napø. tìžištì fyzikálního
profilu lze urèit pøímo jen z tìžištì profilu mìøeného a z
tìžištì profilu instrumentálního.

 Další výhodou je to, že druhý centrální mo ment – vari -
ance fyzikálního profilu má pøímou fyzikální interpretaci
ve smyslu velikosti krystalických èástic a mikrodeformací.
Ètvrté momenty byly použity k urèení velikosti èástic a
mikrodeformací v pøípadì, že je k dispozici jenom jedna
difrakèní linie. V tomto pøípadì – u vyšších momentù –
jsou však vztahy mezi momentami funkcí svázanými
konvo lucí složitìjší, a proto bylo navrženo použít z
matematické statistiky, resp. teorie pravdìpodobnosti další
pojem – kumulanty (semiinvarianty). To je výhodné
zvláštì namísto vyšších momentù a v pøípadì více než dvou 
funkcí svázaných konvolucí.              

Tato práce vznikla v rámci realizace projektu Akademie
vìd Èeské republiky – KAN 300100801.


