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MX Tutorial 3

Refinement and Validation of the crystal structure of Hen Egg White Lysozyme

Pedro Matias, Célia Romão, José Brito

In this tutorial, the crystal structure of Hen Egg White Lysozyme will be refined using REFMAC and

PHENIX, and the resulting structure analyzed using the validation tools in PHENIX.

ECS7 ‐ 7th European Crystallographic School – July 13, 2022

o Login to your account and start a shell terminal;

o Type the command:

%cd ECS7/Lysozyme 

o Start CCP4i 

% ccp4i & 

Getting started
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Overview of the CCP4i interface ‐ recap

This is what the main window of the CCP4 GUI looks like:

1. This button selects groups of programs; 

2. Buttons in this window open a program list or select a program in the group;

3. This window lists all the run and running jobs in the current project;

4. This window contains buttons for acting on jobs and interface management;

Start the REFMAC5 job window

o Select the Refinement program group and click on Run Refmac5

input reflection file
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The REFMAC5 job window – an overview

o Select the Refinement program group and click on Run Refmac5

output reflection file

The REFMAC5 job window – an overview

o Select the Refinement program group and click on Run Refmac5

input coordinates file
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The REFMAC5 job window – an overview

o Select the Refinement program group and click on Run Refmac5

output coordinates file

The REFMAC5 job window – an overview

o Select the Refinement program group and click on Run Refmac5

Input dictionary file
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The REFMAC5 job window – an overview

o Data harvesting option (I turn it off)

The REFMAC5 job window – an overview

o Refinement parameters (the defaults are usually OK)
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The REFMAC5 job window – an overview

o Setup geometric restraints (the defaults are usually OK)

The REFMAC5 job window – an overview

o NCS restraints (should be used if more than one copy in the asymmetric unit.)
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The REFMAC5 job window – an overview

o Scaling between |Fobs| and |Fcalc| (the default settings are usually OK)

Load the refinement files

o Click on the Browse button to select the input reflection and coordinate files to be used in the refinement

o Notice that the output filenames are automatically generated by the program
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Load the refinement files

o A dark orange background indicates a missing mandatory file or a file that already exists and will be 

overwritten if the program is executed.

Running the REFMAC5 job and looking at the results

o Click on the Run button, select Run Now from the drop‐down menu and then click the Close button.

o When the program is FINISHED in the central GUI window, click on the View Files from Job button and inspect the 

results. 

Log files and graphs

Open a Coot window with the 
coordinate and maps from the 

refinement
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Running the REFMAC5 job and looking at the results

o Click on the View Log file (old style) button and scroll down to the bottom. 

Check the variation of R and Rfree

Check the geometry statistics

Time for some Cooting…

Refining the structure with PHENIX – creating a new project

Phenix.refine runs much slower but is much more flexible than REFMAC for crystal structure refinement.

o Exit ccp4i or start a new shell terminal

o Start the PHENIX GUI 

% phenix & 

o You will probably have already a 

project named Test on your 

computer, but you need to create 

a new one for the present tutorial 

in the same directory where the 

tutorial files are located

o Click on the New project button
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Refining the structure with PHENIX – creating a new project

o Fill out the information as shown and click on the OK button

Refining the structure with PHENIX – creating a new project

o You now have created your PHENIX project for this tutorial session
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Refining the structure with PHENIX – adding hydrogen atoms

o Click on the Refinement bar to open it and click on the ReadySet button to open its GUI

Refining the structure with PHENIX – adding hydrogen atoms

o Click on the Refinement bar to open it and click on the ReadySet button to open its GUI (it takes a few seconds!)

o Load the PDB file from REFMAC and 

COOT in the PDB file window

o Make sure only the indicated check 

boxes are ticked

o Click on the Run button.
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Refining the structure with PHENIX – adding hydrogen atoms

o After a few seconds the job will be finished, and you can view the file in COOT

Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

o Now click on the Filemenu and select close (you can also click on the x) and click on the phenix.refine button 
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Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

o We need to load a reflection and a coordinate file using the add file button

o PHENIX can identify the file type automatically and complains if it cannot recognize the input file.

o Notice that the reflection and PDB files 

have been correctly identified and that 

the crystal information has been read 

in.

o PHENIX uses the diffraction intensities 

in the refinement by default.

Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

o Click on the Refinement Settings tab, make sure that only the XYZ (reciprocal space) and Individual B‐factors boxes are 

checked and change the Number of cycles to 5.

o Next, click on the Automatic linking 

options button.
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Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

o Click on the Link none then on the OK buttons to 

exit this menu.

Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

o Back on the main menu, click on Run and then on Run locally from the drop‐down menu.

o A Coot window will open, and the 

refinement will start

o The Coot window will be updated 

during the refinement

o You can move around the molecule but 

any changes you make to the model 

will not be saved
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Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

o The Run status tab shows the refinement statistics.

o Due to some reason, the R‐work and 

the R‐free will often increase in the 

first 2‐3 cycles and sharply decrease 

afterwards

Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

o The 2Fo‐Fc map should look a lot better, but you can still go through the whole structure again 

to fix any problems you may notice. You will notice many green spheres of electron density 

(positive Fo‐Fc peaks). These are water molecules.

o In the next PHENIX run, we´re 

going to add water molecules 

automatically to the structure.

o Use as input coordinates the 

output coordinate file from the 

previous run (or the one from 

Coot).
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Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

o Keep the same Refinement settings as 

before but check the Update waters box.

Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

o Note the large decrease in R‐work and R‐free when the first group 

of water molecules are added.
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Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

Is this a water molecule?

Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

Is this a water molecule?
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Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

Next, we can try TLS refinement of anisotropic thermal motion parameters.

First, load the final coordinate file after 

the last Coot edit. This file contains only 

the isotropic thermal motion parameters.

Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

Next, in the Refinement settings tab 

check the TLS parameters box and click 

the Select Atoms button.

For a proper comparison we should 

uncheck the Update waters box.
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Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

Now, in the Refinement Strategy tab 

select TLS and then click on the Find TLS

button.

When the list of rigid body groups 

appears, click on the Save and Close 

button to exit this menu.

Refining the structure with PHENIX – running phenix.refine

R‐work and R‐free w/o TLS:

Is it reasonable to assume TLS as a valid approach?
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Refining the structure with PHENIX – validation

o Once we’re satisfied that the structure cannot be improved any further, it’s time to look at 

the Validation tools.

Refining the structure with PHENIX – validation

o The Validation summary gives an overall view of the validation statistics, but we can inspect the details in 

each of the tabs Basic Geometry, Protein and Clashes.
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Refining the structure with PHENIX – validation

o Everything is fine, except for slightly distorted peptide dihedral angles between PHE3 and GLY4, and 

between TRP62 and TRP63.

o However, this unusual geometry is validated by the electron 

density map.

Refining the structure with PHENIX – validation

o Another flagged issue is a bad rotamer (side‐chain conformation) at ARG73

o We can see that the guanidinium group is in the wrong place 

and that there is a water molecule where one of the nitrogen 

atoms should be. We should delete the water molecule, adjust 

the side chain and run another refinement to fix this issue.
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Refining the structure with PHENIX – validation

o Finally, there are several “bad contacts” listed. Many involve hydrogen bonds but not all. It may be worth 

while to inspect these to see if they can be eliminated by tweaking the structure, but it will very likely be 

impossible to get rid of all of them.
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