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Abstract 

A process, based on the superposition meth..d, is described 
to delimit the molecular envelope of a protein by deconvol- 
ution of the Patterson function. The object is to obtain a 
preliminary set of phases from native structure-factor 
amplitudes with only native intensity data. The method has 
been tested with data from two immunoglobulin Fab frag- 
ments, Fab NEW and Fab R19.9. Several zones of resolution 
were explored. 

Nous nous proposons de montrer que l 'on peut obtenir 
l 'enveloppe mol6eulaire des prot6ines par la d6eonvolution 
de la fonction de Patterson de ces seules prot6ines natives, 
done en ne tenant eompte que de leurs intensit6s diffract6es. 
Nous entendons par enveloppe mol6culaire l 'ensemble des 
zones de densit6s dont les valeurs sont plus 61ev6es et 
r6parties d 'une fa~on plus homog~ne que dans celles rep- 
r6sentant !e solvant. Elles doivent recouvrir avec une pr6- 
cision giobale suffisante, refl6t6e par une figure de m6rite, 
le domaine de l'espace o~ se d6veloppe ettectivement la 
mol6cule. Quatre 6tapes sont n6eessaires. 

(1) Mdthode des superpositions 

Commun6ment, lorsque l 'on consid~re une structure 
comme une distribution de pies de Dirac, la fonction de 
Patterson s'6erit 

P(u)--  V-' E E ZiZ~6[u-(r,-r/)] 
i j 

avec les coordonn~es exprim6es en fractions de bords de 
maille; u le vecteur position du point courant dans la maille 
Patterson; V le volume de la maille; ri, r/ les vecteurs 
positions des atomes courants i et j de la structure; Zi, Z/ 
le nombre d'61ectrons des atomes i et j. Chaque pic de la 
fonction de Patterson repr6sente done un vecteur inter- 
atomique. Une translation de l'origine de la fonction de 
Patterson ~gale 5' l 'un de ces vecteurs t, , ,  = r,, - r ,  conduit 
5' une nouvelle fonction P(u- t , , , , )  dont la superposition 
avec P(u) 

Fm.(u) = P(u)+ P(u- t,..) 

ne laisse en coincidence que les pics dessinant une figure 
de la structure et son inverse par rapport b. un point situ6 
au milieu de t, , , .  Dans le cas d'une structure non centrosy- 
m6trique le choix d'un autre vecteur interatomique tpq = 
r p -  rq et le r6it6ration avec celui-ei des m~mes op6rations 
que pr6demment produit une deuxi~me figure de la struc- 
ture accompagn6e d'un inverse par rapport 5' un point situ6, 
cette fois, au milieu de tpq 

Fpq(u) = P(u)+ P(u- tpq). 

Ainsi sur la superposition des deux r6sultats pr6c~dents 

F(u) = Fro, (u) + Fpq (u) 
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les pies en coincidence dessinent la structure seule (Patter- 
son, 1934, 1935; Wrinch, 1939; Buerger, 1950). Avec les 
prot6ines la r6solution atomique n'est pas atteinte et, de 
plus, elles comportent un tr~s grand nombre d'atomes. Par 
cons6quent les pies de la fonction de Patterson se recouvrent 
syst6matiquement entre eux. Mais la densit6 mol6culaire 
forme elle-m~me une figure continue que l 'on peut esp6rer 
diff6rencier des zones de solvant. 

(2) Ajustement de l' origine 

Le r6sultat de la premiere phase doit ~tre visualis6 sous 
forme de projections. Elles montrent une sym6trie 6ven- 
tuellement tronqu6e. Ce qui en subsiste indique qu'il faut 
translater la densit6 obtenue de fagon 5' faire co'/ncider son 
origine avec celle de la maille. Quand aucune sym&rie 
n'apparait  il suffit de remplacer chacun des vecteurs de 
composantes x, y, z utilis6s dans la m&hode des superposi- 
tions par un c6ne de vecteurs. Ce c6ne est constitu6 de tous 
ies vecteurs dont les composantes sont limit6es par les 
bornes x • dx, y + dy, z + dz. L'op6ration de translation- 
superposition est r6p6t6e pour chacun des vecteurs du c6ne 
et la superposition commune de cet ensemble de superposi- 
tions est uniquement conserv6e. La multiplication des 
superpositions provoque un appauvrissement de la densit6 
de d6convolution, seules les zones de tr~s bon recouvrement 
subsistant, ce qui permet de rendre visibles les restes de 
sym6trie. La translation de l'origine ainsi d6termin6e est 
alors appliqu6e au r6sultat de d6convolution effectu6e sans 
utilisation des c6nes de vecteurs. 

(3) Restauration de la symdtrie du groupe d' espace h chaque 
fois que la sym(trie de la densitd obtenue n'est que partielle 

Soient respectivement g une op6ration quelconque de 
sym6trie du groupe d'espace G; r le vecteur position du 
point P courant de la maille M de la densit6 de d6eonvol- 
ution; gr le nouveau vecteur position apr~s application de 
l 'op6ration g 5' r; p(r) et p(gr) les valeurs des densit6s aux 
extr6mit6s de r et de gr avant resym6trisation; ps(r) la valeur 
de la densit6 5. l'extr6mit6 de r apr~s resym&risation. 

On prendra 

V g ~ G  et V P E M  

ps(r) = max [p(r), p(gr)]. 

(4) Ddfinition d' une figure de mdrite afin d' (valuer la validit~ 
de chaque solution 

Sont ealcul6s le coefficient de reliabilit6 

R = Y. ( F O -  FD.SC)2/Y, FO 2 

off 

SC = Y'. FO.FD/E FD 2, 
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Tableau 1. Figures de mdrite 

R6solution Nombre de 
Mol6cule (A) R (%) FCOR1 (%) FCOR2 (%) r6flexions 
Fab NEW 30 4,00 97,98 96,20 12 

9 34,37 81,01 83,90 430 
4,5 34,85 80,72 58,75 2738 

Fab R19.9 9 34,57 80,89 75,37 377 
4,5 38,22 78,60 51,68 3098 

SC &ant le facteur d'6chelle qui minimise R, ainsi que deux 
facteurs de corr61ation 

FCOR1 = ~ FO.FD/(Y. FO2.~ FD2) ~/2 

FCOR2 = E  ( F O -  F O ) ( F D -  FD) 

x [~ (FO - F--O) 2 ~ (FD __~--~)2]-1/2 

off FO repr6sente les facteurs de structure observ6s, FD 
repr6sente les facteurs de structure calcul6s ~ partir de la 
densit6 de d6convolution. 

Nous avons test6 cette m6thode avec deux mol6cules de 
Fab (fraction antigen binding) diff6rentes. D'une part la 
mol6cule de Fab NEW (Saul, Amzel & Poljak, 1978) dont 
seules subsistent les positions atomiques de la mol6cule 

Fig. 1. Fab NEW. Etude ~ 30/~ de'r6solution. Superposition de 
la densit6 de d6convolution et des positions atomiques publi6es. 
Projection le long de l'axe y. L'axe x est vertical et l'axe z 
horizontal. Limites en fractions de bords de maille: x = -0,625 

0,375; y =-0,250 b. 0,750; z = -0,375 ~ 0,750. 

r6solue ~ 2 A. Par cons6quent, nous avons travaill6 sur les 
intensit6s calcul6es h partir de ces coordonn6es. D'autre 
part le Fab R19.9 (Mariuzza et al., 1984) en cours de 
r6solution au laboratoire et pour lequel 6taient disponibles 
les intensit6s mesur6es jusqu'b. 4,5,~ de r~solution. Les 
groupes d'espace C121 du Fab NEW et P1211 (Inter- 
national Tables for Crystallography, 1983) du Fab R19.9 
n'6tant pas centrosym6triques chaque essai n6cessite de 
prendre un couple de vecteurs. Avec le R19.9 les c6nes de 
vecteurs ont dfi &re employ6s. Pour chacune de ces 
mol6cules et dans chaque domaine de r6solution explor6 
(30, 9 et 4,5/~) plusieurs d6convolutions ont 6t6 etiectu6es. 
Les meilleurs r6sultats obtenus sont consign6s dans le 
Tableau 1. On voit que les figures de m6rite se d6gradent 
progressivement avec l 'augmentation de la r6solution. La 
Fig. 1 concerne le Fab NEW 5. 30 ~ de r6solution et r6sume 
le bon accord obtenu. Darts le cas du Fab R19.9 les condi- 
tions sont moins favorables. La sym6trie du groupe d'espace 
est plus basse de sorte que les cartes de densit6s, tant celle 
provenant de la d6convolution que celle issue du phasage 
MIR (multiple isomorphous remplacement) pr6sentent un 
aspect nettement moins caract6ristique. D'une fa~on g6n- 
6tale nous pensons qu'il serait hasardeux d'essayer d'inter- 
pr&er la densit6 de d6convolution sans un affinement pr6al- 
able des phases. Dans les circonstances o/J l 'on ne dispose 
que des intensit6s issues du seul cristal d'une prot6ine native 
une telle m6thode serait susceptible de fournir le point de 
d6part n6cessaire 5, la r6solution de la structure. 

L'auteur remercie ses collbgues de l'Unit6 d 'Immunologie 
Structurale et ceux de l 'Unit6 d' lnformatique Scientifique 
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