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Uvod

Stanoveni pocateCnich fazi predstavuje jeden
z hlavnich problému v procesu feseni prostorové struktury
novych makromolekul a jejich komplexd. V mnoha piipa-
dech je rovnéZ obtizné urcit prostorovou grupu krystalu
pfimo pfi zpracovani naméfenych difrakénich dat. Fazovy
problém vSak nemlze byt GspéSn€ vyieSen v nespravné
prostorové grupg.

Pro tucely experimentdlniho stanoveni pocatecnich
fazi makromolekuldrnich struktur existuje mnoho vypocet-
nich nastrojii. Tyto néastroje jsou dostupné napiiklad
v programovych balicich CCP4 (cit.") nebo PHENIX
(cit.?). Zadny z nich viak neumozZiiuje automatické testo-
vani riznych prostorovych grup tak, jak je to napfiklad
umoznéno ve vypocetnich nastrojich pro metodu moleku-
larniho nahrazeni. Programy MOLREP (cit."), PHASER
(cit.?), BALBES (cit.’) a MORDA (cit.*) umoziuji auto-
matické hledani spravného feSeni molekuldrniho nahrazeni
v ramci zvolené Laueho tfidy, nebo mezi enantiomorfnimi
prostorovymi grupami. Pouze programovy balik PHENIX
(cit.?) umoziiuje pro pripad experimentalniho fazovani
hledat feseni u enantiomorfnich prostorovych grup soucas-
né, naptiklad P4,2,2 a P4;2,2.

Jeden z nejrozsifenéjSich nastrojii pro ucely experi-
mentalniho fazovani je programovy balik SHELX C/D/E
(cit.”). Programy umoziiuji snadnou a irokou parametriza-
ci vypocetnich tuloh a jsou jednodu$e zaclenitelné do dal-
Sich vypocetnich nastroji. Na zakladé téchto programil
bylo navrzeno naptiklad grafické rozhrani HKL2MAP
(cit.®). Dalsi uzivatelské rozhrani pro SHELX C/D/E je
dostupné v ramci programového baliku CCP4 a to i v jeho
online variant&'. Tato rozhrani viak neumoziiuji automati-
zovani vypocetnich procedur, nebot’ jednotlivé béhy pro-
grami je potieba spoustét oddélené a sledovani vlivu zmé-
ny jednotlivych parametrti na kvalitu vysledného feSeni
neni pfimocaré.
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Cilem tohoto pfispévku je predstavit skript baSHELiXir,
ktery umoziiuje automatizaci vySe zminénych analyz pfi
feSeni experimentalniho fazovani makromolekuldrnich
struktur pomoci programového baliku SHELX C/D/E.
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Experimentalni ¢ast

Skript baSHELiXir byl navrzen v jazyku Bash
s vyuzitim programi GNUplot a SHELX C/D/E. Tento
minimalisticky pfistup ohledné zavislosti na dalSich pro-
gramech zajiStuje funk¢nost na vétSiné linuxovych operac-
nich systémd.

V prvnim kroku programu je proveden pokus o nacte-
ni parametrii dat ze vstupnich soubord (napf. parametry
zakladni buniky a vlnova délka priméarniho svazku). V na-
sledujicim kroku skript vytvori adresaie pro veskeré pro-
storové grupy, ve kterych uzivatel zadal hledat feSeni fazo-
vého problému. Do téchto adresari jsou dale nakopirovana
experimentalni data a jsou v nich vytvofeny vstupni sou-
bory pro vypocty procedury SHELX C. Po téchto ptiprav-
nych krocich jsou v jednotlivych adresafich provedeny
vypocty procedur SHELX C a D. Nasledné jsou provedeny
vypocty procedury SHELX E na zéklad€ uZivatelem zada-
nych parametrii, nebo je provedeno automatické hledani
optiméIniho parametru obsahu solventu. Tato procedura je
provedena pro ob¢ enantiomorfni feSeni a spociva
v mnoha cyklech procedury SHELX E s ménicim se para-
metrem obsahu solventu. Po uspé€$ném dokonceni vSech
vypocetnich procedur je vytvofena HTML stranka, ktera
shrnuje vysledky jednotlivych vypoctd v riznych prostoro-
vych grupach. Tato stranka poskytuje jednak vsechny
vstupni soubory a vystupni informace o prib&hu jednotli-
vych vypoctl, ale rovnéz grafické znazornéni vysledka
téchto procedur. Schéma jednotlivych vypocetnich krok
skriptu baSHELiXir je uvedeno na obr. 1. Pfiklady grafic-
kych vystupti jsou uvedeny na obr. 2.

Skript baSHELXir umoznuje automatizované spous-

téni programii softwarového baliku SHELX C/D/E se sys-
tematicky se ménicimi vstupnimi parametry a usnadiiuje
tak feSeni fazového problému pomoci metod:
anomalniho rozptylu s vyuzitim jedné vinové délky —
SAD (Single-wavelength Anomalous Dispersion),
anomalniho rozptylu s vyuzitim vice vinovych délek —
MAD (Multi-wavelength Anomalous Dispersion),
fazovani pomoci indukovaného radiacniho poskozeni
— RIP (Radiation Damage-Induced Phasing),
izomorfniho nahrazeni s vyuZzitim anomalniho rozpty-
lu — SIRAS (Single Isomorphous Replacement with
Anomalous Scattering).
Skript ddle umoziiuje ménit parametry vypocti jako
napfiklad pocet disulfidovych vazeb, minimalni vzdalenost
tézkych atomu a difrakéni limit. Veskeré ptivodni vstupni,
vystupni soubory, zdznamy z vypoctl i skripty pro vytvoreni
grafickych vystupi pomoci programu GNUplot jsou pone-
chany v adresatich pro pfipad nasledného opétovného vyuzi-
ti (naptiklad tvorba kvalitnéjsich obrazku pro publikaci).
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Obr. 1. Schéma vypocetnich procesii zahrnutych ve skriptu baSHELiXir. Vstupni soubory jsou tfidény do adresait piislusnym fese-
nim v jednotlivych prostorovych grupach (PG). Nasleduji vypocty pomoci programii SHELX C a D. Hledani optimalniho parametru
obsahu rozpoustédla mize byt zahrnuto v zavérenych vypoctech pomoci programu SHELX E. Zavérem je vytvorena HTML stranka
s odkazy na vstupni a vystupni soubory, ktera je doplnéna grafickym vystupem znazoriiujicim Gspésnost feSeni fazového problému

Pro demonstraci funk¢nosti skriptu bylo vybrano Sest
prikladt feSeni fazového problému. Data k témto prikla-
dim jsou ve VvétSiné pripadd distribuovana spolu
s programy SHELX C/D/E (cit.’) a PHENIX (cit.?). P¥ikla-
dy aplikace skriptu baSHELiXir zahrnuji hledani spravné
prostorové grupy, automatické nacteni parametri zakladni
bunky a vlnové délky a automatické i uzivatelem zadané
hledani optimalniho parametru obsahu solventu.

Skript baSHELiXir mimo jiné umoziuje uzivatelim
menit rozliSeni, na kterém jsou vypocty provadény, pocet
disulfidovych miistki, stanovit minimalni vzdalenosti me-

Tabulka I

zi t&Zkymi atomy a mnoho dalSich parametrii, které jsou
vyzadovany programy SHELX C/D/E.

Vysledky a diskuse

Funk¢nost skriptu baSHELiXir byla testovdna na Sesti
pripadech metody anomalniho rozptylu. Ve vsech prtipa-
dech byl fazovy problém uspéSné vyfeSen. Parametry vy-
pocta vcetné testovanych funkci skriptu jsou uvedeny
v tab. I. Priklady grafickych vystupli jsou uvedeny na
obr. 2.

Seznam testovacich projektt. Piiklady byly vybrany tak, aby demonstrovaly automatické hledani spravné prostorové grupy
(visc-al, elast, p9, psel4, gere), manualni zadani prostorové grupy (fibro), pevné definovany obsah solventu (visc-al, p9,
psel4) a automaticky (gere, elast) ¢i uzivatelsky definovanou optimalizaci parametru obsahu solventu

Projekt Metoda Bravaisova mfizka Rozliseni Obsah solventu Lit.
fazovani (ptip. prostorova grupa) [A]
visc-al SAD tP 2,2 50 % 5
fibro SAD P4,2,2 2,5 20-50 %, krok 1 % 5
elast SAD oP 1,9 automaticky 5
p9 SAD tl 2,2 60 % 2
psel4 SAD oP 2,8 45 % 10
gere MAD mC 33 automaticky 5
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Obr. 2. Priklady vystupnich grafi skriptu baSHELiXir po tuspésném feSeni fazového problému. a) Odhad anomalniho signalu pfi
riiznych vinovych délkach pomoci programu SHELX C (gere®). b) Zavislost okupance jednotlivych t&zkych atomil — vystup z programu
SHELX D (elast®). c—d) Charakteristické grafy b&zné uZivané pro charakterizaci usp&iného feseni fazového problému (visc-al®, pse14'%).
e) Vysledny kontrast pfi jednotlivych vypoctech programu SHELX E pro obé enantiomerni feSeni s proménlivym parametrem obsahu
solventu (fibro®). f) Zavislost poétu modelovanych atomii pomoci automatické stavby modelu programem SHELX E na parametru obsahu

solventu pro ob& enantiomerni feseni (fibro®)
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Regeni v riiznych prostorovych grupach

Stanoveni prostorové grupy pfi zpracovani difrake-
nich dat neni vzdy jednoduchou zalezitosti. Pfitom uspé&s-
né feSeni fazového problému neni mozné bez znalosti
spravné prostorové grupy. K tomuto ucelu bylo jiz vyvinu-
to nékolik vypocetnich nastroji, napfiklad AIMLESS
(cit.”) nebo PHENIX.XTRIAGE (cit.?). Dal$im nastrojem
je kontrola systematickych absenci samotnym uzivatelem.
V nékterych piipadech je vSak obtizné vyhodnotit tyto
parametry napiiklad z diivodu chybéjicich experimentél-
nich dat (nevhodna orientace krystalu béhem méfeni, nizké
rozliSeni, Sum). Proto je v mnoha pfipadech prostorova
grupa uréena az na zaklad¢ uspésné vyiesené¢ho fazového
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problému a stabilniho upfesiiovani takto ziskaného mode-
lu. U vypocetnich nastrojii pro experimentalni fazovani
neni dostupna moznost analyzy riznych prostorovych grup
v ramci Laueho tfidy jako u metody molekuldrniho nahra-
zeni.

Skript baSHELiXir je navrzen pfedevSim tak, aby
navazoval na zpracovani difrakénich dat pomoci programu
XDS (cit.®). Vystupni soubory ztohoto programu maji
standardizovany format, coz umoznuje jednoduché nacteni
parametrtl zdkladni butiky a vinové délky priméarniho svaz-
ku. Podobné¢ jako u XDS jsou ve skriptu baSHELiXir pro-
storové grupy setazeny do skupin podle Bravaisovych
miizi. Uzivatel vSak miZze libovolné€ ucinit vybér prostoro-
vych grup dle vlastniho uvazeni v libovolném poradi. N¢-
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které procesy mohou obsahovat spoustu vypocti. Uzivatel
tak mtize upfednostnit nékteré prostorové grupy indikova-
né nastroji jako AIMLESS a PHENIX.XTRIAGE, prubéz-
n¢ kontrolovat vysledky a pfipadné pferusit beh programu,
pokud jiz bylo vysledné feSeni nalezeno. Funkénost obou
metod vybéru prostorovych grup je uvedena v tab. I.

Prestoze nékteré Bravaisovy miize obsahuji pouze
jedinou prostorovou grupu (napt. P1 nebo C2), dalsi vlast-
nosti skriptu baSHELiXir (napf. optimalizace parametru
obsahu solventu) ¢ini skript nadale zajimavy pro nékteré
druhy vypocti.

Optimalizace parametru obsahu solventu

U obtiznych ptipadd mlize parametr obsahu solventu
hrat dilezitou Glohu pii feeni fizového problému’. Hleda-
ni optimalni hodnoty tohoto parametru je pomoci skriptu
baSHELiXir provadéno nezavisle na hledani spravné pro-
storové grupy.

Parametr obsahu solventu hraje dilezitou ulohu také
u metody molekularniho nahrazeni. Pocet hledanych mole-
kul uvniti asymetrické jednotky byva obvykle odhadovan
na zéklad€ velikosti asymetrické jednotky zékladni buiiky
a odhadované velikosti jednotlivych komponent. Znalost
parametru obsahu solventu u metody experimentalniho
fazovani umoziuje vylepSeni pocatecnich fazi. Nicméné
uziti nespravné stanoveného parametru obsahu solventu
muize vést k poskozeni pocatecnich fazi. Podobné jako
u hledéni sprdvné prostorové grupy, ani tento parametr
neni presné znam, dokud neni struktura vyfesena. Z toho
divodu bylo do béhu skriptu zaclenéno testovani tohoto
parametru. Tato analyza mize byt spusténa automaticky
a to s pocatecni urovni 20% obsahu solventu a postupnym
zvySovanim po 5% krocich az do urovné 80 %. Pro potfe-
by detailn¢jsi analyzy je umoznéno tyto tfi parametry
(nejnizsi Groven, Sitka kroku a nejvyssi troven) libovolné
menit. Tato procedura vSak vyzaduje nejvetsi mnozstvi
vypocetniho ¢asu, neni paralelizovdna, a proto je v ramci
urychleni vypocti doporuceno u snadnych piipadi nevyu-
Zivat této moznosti.

Priklad molekuly fibronektinu (tab. I, obr. 2¢) ukazu-
je, ze rozdil mezi hodnotou kontrastu (standardné uvadéna
hodnota) enantiomorfnich feSeni neni dostate¢né rozsahly
k tomu, aby na prvni pohled ptesvédcil uzivatele, ze fazo-
vy problém je Gspésné vytesen. Nejen z tohoto divodu byl
do monitorovaciho vystupu zahrnut idaj 0 mnozstvi namo-
delovanych atomll vramci automatické stavby modelu
v proceduie SHELX E. Pro pevné stanoveny parametr
obsahu solventu byla do zavérecné HTML stranky pfidana
textova fadka, pro automatickou optimalizaci parametru
obsahu solventu byl vytvoren graf zavislosti po¢tu mode-
lovanych atomt na Grovni obsahu solventu (obr. 2f).

Dostupnost a spousténi skriptu
Skript baSHELiXir je dostupny na webové adrese

http://kmlinux.fjfi.cvut.cz/~kolenpe1/baSHELiXir. Skript
je spoustén ve formé& piikazu doplnéného parametry po-

613

Puivodni a metodické prace

ttebnymi k vypoctim. Udrzuje filozofii a notaci svého
hlavniho vypocetniho nastroje — SHELX C/D/E.

Zaveér

Moznosti skriptu baSHELiXir a jeho uspéSnost feseni
experimentalnich fazi nepfesahuji moznosti programu
SHELX C/D/E, ale nabizi Sirokou automatizaci vypocti.
Snadnd parametrizace pomoci piikazové fadky rovnéz
umoziuje piipadnou vyssi uroven automatizace, naptiklad
hromadné pouziti na soubor mnoha zpracovanych difrak¢-
nich dat. Z dtivodu pfedpokladaného vyuziti v ramci ko-
munity strukturnich biologti i ze zahranici je skript a jeho
webova dokumentace psany v anglickém jazyce.

Tato prdace byla podporena grantem MSMT CR
(CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000778) a také Grantovou
agenturou Ceského vysokého uceni technického v Praze
(SGS16/246/OHK4/3T/14).  Uzivatelé  jsou  vyzvani
k navrhiim dalsiho vylepSeni skriptu baSHELiXir.
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study, a simple command-line tool with minimal software
dependencies for a wide analysis of phasing information
using the SHELX C/D/E software package, baSHELiXir,
is presented. The novelty of the tool is in the parallel anal-
ysis in multiple space groups as well as in the screening
for the optimal solvent content parameter. All results and
graphs, including the input, output and log files, are sum-
marized on an HTML page. The tool has been thoroughly
tested on a number of available cases.
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