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(2010-2015)

Bevezetés

A szilard anyagok, molekuldk és €16 szervezetek részletes szerkezetének megértése
elengedhetetlen a tudomany ¢és az ipar szamara az anyagtudomanytol a mérnoki
alkalmazasokig, a biol6giatol és az orvostudomanytdl a biotechnologidig €s a gydgyszeriparig.
Atomi szintli szerkezeti informaciot leggyakrabban kristalyokon végzett (rontgen- elektron- és
neutron-) diffrakcids kisérletekbdl nyerhetiink. Sajnos nem minden anyag vagy részecske
kristalyosithato. Példaul sok fehérje ilyen, beleértve majdnem az 6sszes sejtmembran-fehérjét.

Diffrakcids kisérletek egyetlen részecskén elvben szolgaltathatnanak elegendd informaciot a
részecske atomi szerkezetérdl. Sajnos altalaban a sugarkarosodas (amely még a kristalyoknal
is komoly problémat okoz) tonkreteszi a mintat, mieldtt lemérhetnénk a diffrakcids képet.
Eldszor Solem [1986], majd Neutze és munktarsai [2000] javasoltak egy megoldast a
problémara. Javaslatuk Iényege, hogy egy nagyon rdvid (10-100 fs) és nagyon erdés (>10'?
foton/impulzus) rontgenimpulzust hasznalva még azeldtt lehet hasznalhato informéaciot
szerezni a minta szerkezetérdl, mieldtt a karosodas bekovetkezne. A méréshez sziikséges
impulzusokat a kozelmultban kifejlesztett rontgen szabadelektron lézerek (XFEL)
szolgaltatjdk. A mérés vazlata az 1. dbran lathatd. A részecskéket egy injektor juttatja a
rontgennyalabba, a diffrakcidés képeket 2D detektorok mérik. Azok a diffrakcids képek
hasznalhatok, ahol a rontgenimpulzus csak egy részecskét talal el. Az eltalalt részecske a
rontgenimpulzus hatdséara ionizalodik és felrobban, de ha a rontgenimpulzus elég rovid [Jurek,
Faigel & Tegze 2004], akkor a diffrakcidos kép még a részecske eredeti szerkezetérdl ad
informéciot. Egy diffrakcios kép altalaban nem tartalmaz elég fotont a részecske szerkezetének
meghatarozasahoz, ezért tobbnyire sok ezer, esetleg millio képet kell azonos részecskékrol
késziteni. A nyaldbba bel6tt részecskék orientacidja tetszdleges lehet, a diffrakcios képek
feldolgozasanak elso ¢és talan legnehezebb feladata az ismeretlen orientaciok meghatarozasa.
Palyazatunk ennek a nehéz problémanak a megoldéasara fokuszalt.
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1. abra. Egyrészecske diffrakcios kisérlet vazlata [European XFEL Technical Design Report]



Elméleti munka és eredmények

Az elsé f6 feladatunk az volt, hogy attekintsiik a kiilonb6zd orientidciés modszereket,
kivalasszuk a célnak legmegfelelobbeket és kiprobaljuk azokat egyszeriibb adatokon és
alacsonyabb dimenzidban. Az orientacids modszerek a diffrakcios képek két tulajdonsagan
alapulhatnak: 1. A képek a haromdimenzids térben metszik egymast, ezért van k6zos résziik.
koziil viszonylag hamar elvetettiik az Onszervezd térképen (és a hasonld sokdimenzids
térbedgyazasi technikédkon) alapuld eljarasokat. Ezek csak a 2. tulajdonsagot hasznaljak ki,
ezen kiviil viszonylag bonyolultak és nagy a szamitasigényiik. gy két irany maradt: a kozos
vonalon alapul6 és az iterativ modszerek. Mivel mindkét irany jo eredményeket igért, ezért
parhuzamosan dolgoztunk egy-egy ilyen modszer kifejlesztésén.

Kozos iv modszer

A kétdimenzios diffrakcios képek a haromdimenzids reciprok térben gombsiivegeken
helyezkednek el ugy, hogy a képek kozéppontja (a nulla szorasi szoghdz tartozd pont)
egybeesik a reciprok tér origdjaval. A képek metszésvonalai a reciprok térben korivek. A
feladat az, hogy megtalaljuk a képparok kozotti kozos ivet, €s ez alapjan meghatarozzuk a két
megadja, hogy egy diffrakcids kép hogyan helyezkedik el a reciprok térben. Shneerson és
munkatarsai [2008] mar kidolgoztak egy eljarast arra az esetre, amikor a kozos iv egy
egyenessel kozelithetd, azonban ilyenkor a relativ orientaciéo harom Euler-szogébdl csak kettd
hatarozhato meg.

Mi egy olyan modszert fejlesztettiink ki, amely nem igényli az emlitett kdzelitést és a kozos iv
gorbiiletét hasznalja fel a képparok relativ szogének meghatarozasara. Az algoritmus a relativ
kozotti 0sszefiiggések segitségével tovabb finomitja. Az orientaciok meghatarozasat jelentdsen
bonyolitja, ha a részecske valamilyen szimmetridval rendelkezik. Ezért az algoritmust
tovabbfejlesztettiik ugy, hogy minden eldzetes ismeret nélkiil felismerje €s meghatarozza a
részecske szimmetridjat és azt figyelembe vegye az orientaciok meghatarozasanal.

A moddszer miikddését két részecskén teszteltiik. Az egyik egy virusmodell volt, amely belso
szerkezettel és pszeudoszimmetriaval is rendelkezett. Ez utdbbi jelentdsen neheziti az
orientaciok meghatarozasat. A masik egy nagyméreti szimmetrikus fehérjemolekula
fok) pontossaggal meghatarozni (2. dbra). Eredményeink az ,,Acta Crystallographica Section
A: Foundations of Crystallography” folyoiratban jelentek meg [Bortel & Tegze, 2011].

2. abra. A virusmodell két diffrakcios képe, ahogy a kézés iv modszer meghatarozta a relativ orientaciojukat. Jol
lathato a tokéletes egyezés a metszésvonal mentén.



A ko6z0s iv mddszer megbizhatoan miikodott azokban az esetekben, amikor az zaj nem volt
nagyon nagy. Nagyon nagy zaj esetén viszont a kozos ivben talalhaté viszonylag kevés képpont
mar nem tartalmaz elegendd informdciot a relativ orientdcid meghatarozasara. Ezért sziikség
volt egy olyan algoritmusra is, amely egyszerre veszi figyelembe az 6sszes diffrakcid képben
talalhato teljes informaciot.

Korreldacio maximalizalo (CM) maodszer

Az iteracios orientacios modszerek 1ényege, hogy egy (kezdetben tetszéleges) haromdimenzios
eloszlashoz hasonlitjuk az egyes diffrakcids képeket, és azokban az orientadciokban ahol j6 az
egyezés, hozzakeverjiik. Az igy feljavitott eloszlassal pedig megismételjiilk az eljarast a
kovetkezd iterdcioban. JO esetben a lépésenként javitott eloszlds a keresett eloszlashoz
konvergal. Az irodalomban eddig egy ilyen jellegli modszer taldlhaté [Loh & Elser, 2009], az
azonban nagyon bonyolult, lassu és ezért alkalmatlan a rontgen szabadelektron lézerekkel
eléallitott nagy mennyiségii (milliés nagysagrendii) diffrakcios kép feldolgozasahoz.

A célunk egy viszonylag egyszeri €s igy gyors, de mégis megbizhatéan miikodd algoritmus
kidolgozéasa volt. Az alapétlet az volt, hogy minden iterdcioban minden képet minden
lehetséges orientacioban hozzaprobalunk az el6z6 iteracidban kapott haromdimenzids
eloszlashoz, és a képeket a legjobb illeszkedés orientacidjaban Osszerakva alkotunk egy
teljesen 0j eloszlast. Ezt az elgondolast eldszor kétdimenzios képek és 8 kiilonb6zo orientacio
(90 fokos forgatasok és tiikrozések) esetére probaltuk ki. A modszert tovabb teszteltik
az eredeti haromdimenzids probléma modellje eggyel alacsonyabb dimenzidban. Az
eredmények azt mutattdk, hogy elegendden nagyszamu ,,mérés” esetén a moddszer gyorsan
konvergal még erdsen zajos adatok esetén is.

A kovetkezé 1épés az iteraciés modszeriink | measuredimages, A 3D intensity distribution, 7
alkalmazasa a haromdimenzios feladatra. Ahhoz, |g § ;
hogy az algoritmus nagyméretii biologiai
molekulak tobbszazezer vagy milli6
nagyfelbontéasu diffrakcids képeinek orientalasara
is alkalmas legyen, az algoritmus
legiddigényesebb részeit nagyfoku
parhuzamositassal  grafikus  processzorokra,
CUDA nyelven irtuk meg. Az algoritmus elvi
vazlata a 3. dbran lathatd. A modszert sikeresen
teszteltilk egy nagy fehérjemolekula (NapAB)
szimulalt diffrakcios képein. Az algoritmus képes
volt a 100000 erdsen zajos diffrakcios kép
nagypontossagi  orientdcidjara  kizardlag a
képekben talalhatd informaciok alapjan (4. és 5.
abra). Ugy talaltuk, hogy médszeriink
nagysagrendekkel gyorsabb, mint a korabbi
orientacids eljarasok [Loh & Elser, 2009; Fung et
al., 2009] és a szamitasi 1d6 is lassabban )

novekszik a molekula méretével. Megmutattuk, - - o
hogy az orientdlt képekbdl 0Osszeallitott
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3. abra. A CM algoritmus elvi vazlata
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4. dbra. A korrelaciok maximumainak fejlédése. 5. dbra. Az orientdacié hibdja a konvergencia
A hirtelen ugras jelzi a konvergencidt. elérése (kék) és tovabbi finomitds utdan (piros).

haromdimenzids intenzitas-eloszlasbol meghatdrozhatdé a molekula szerkezete atomi
felbontassal. Az ismeretlen fazisok meghatdrozasdhoz a hibrid input-output algoritmust
hasznaltuk. (6. dbra)

6. abra. A NapAB fehérjemolekula orientalt diffrakcios képeibél meghatarozott elektronsiiriiség-eloszldasa. Jol
lathato az egyezés a szines gombdkkel jel6lt atomi poziciokkal.

Az eredményekbdl irt cikkiink a Journal of Structural Biology folyoiratban jelent meg [Tegze
& Bortel, 2012]. A témabol Tegze Mikldos meghivott eldadast tartott a Celsius-Linné
Symposium-on (Uppsala, Svédorszag, 2012. februar 16-17.) ,,Single molecule structure from
noisy diffraction images” cimmel.

Az orientdcios modszer tovabbfejlesztése keverékek és szimmetrikus objektumok esetére

Megvizsgaltuk, hogy a fenti mddszer hogyan tehetd alkalmassd kiillonbozd részecskék
diffrakcios képeinek a szétvalogatasara. Erre tobb okbdl lehet sziikség: a biologiai
objektumokat nem mindig konnyli szétvalasztani, a fehérjemolekuldk kiilonféle
konforméaciokat vehetnek fol, valamint szennyezd anyagok is keriilhetnek a nyalabba.
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Haromféle molekula (lizozim, citokrém és egy arginin-lizozim komplex) kiilonb6zd aranyt
keverékeit vizsgaltuk. A harom molekula hasonlé méretii. A lizozim ¢€s az arginin-lizozim
komplex szerkezete csak kissé tér el egymastol, a citokrom molekula szerkezete viszont
Iényegesen kiilonb6z6. Megmutattuk, hogy a tovabbfejlesztett algoritmus a korrelacios kiiszob
megfeleld megvalasztasaval nem csak a lizozim és citokrém, hanem az egymashoz nagyon
hasonl6 lizozim és arginin-lizozim molekuldk (7. dbra) diffrakcios képei is szétvalaszthatok a
képek orientalasaval egyidejiileg (8. abra).
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7. abra. A citokrom, a lizozim és az arginin-lizozim 8. abra. Az algoritmus miikédése a harom molekula

molekulak szerkezete 1:1:1 aranyu keverékére. A korrelacio hirtelen
megnévekedése az egyes komponenseknek megfeleld
konzisztens 3D intenzitas-eloszlas megtalalasat
Jjelenti

Az eredményekbdl irt cikkiink a Journal of Structural Biology folyodiratban jelent meg [Tegze
& Bortel, 2013].

Az orientacids algoritmus részletes tesztelése sordn azt talaltuk, hogy szimmetrikus vagy kozel
szimmetrikus objektumok esetében lassan, sOt egyes esetekben egyaltalan nem konvergal.
Ennek oka az, hogy nem allapithaté meg, hogy egy diffrakcids kép a szimmetria-ekvivalens
helyzetek kozill melyikhez tartozik. igy eléfordulhat, hogy az algoritmus az orientacios térnek
csak egy részébe helyez képeket, a tobbi része pedig tires marad.

Kidolgoztunk egy olyan algoritmust, amely szimmetrikus részecskék esetén is lehetové teszi
az orientaciok gyors meghatarozasat. A modszer lényege, hogy
a diffrakcios képeket nem csak egy orientaciéban, hanem — az
egymashoz kozeli orientdciok kizarasaval — a szimmetridnak
megfeleld6 szamban, tobb orientacioban is hozzaadjuk a
haromdimenzids intenzitas-eloszlashoz. Ehhez nincs sziikség
semmilyen a priori informaciora a szimmetriarol, a szimmetria
az eredményiil kapott eloszlasbol utdlag meghatarozhatd. A
modszert az ikozaéderes szimmetridju ferritin molekula (9.
abra) szimulalt diffrakcios képein teszteltiik. Azt talaltuk, hogy
mig az eredeti modszerliink nem volt képes az orientaciok
megtalalasara, az 0j, modositott algoritmus nagy biztonsaggal
meghatarozta az orientaciokat még erdsen zajos diffrakcids
képek esetén is (10. abra).

9. dbra. A ferritin molekula
szerkezete.
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10. abra. A korrelaciotérkép a konvergencia elérése utan. Jol latszik a
szimmetrianak megfelelé 24 egyforma maximum.

A kozel szimmetrikus (pszeudo-szimmetrikus) objektumok esetében a fentinél is 0sszetettebb
eljarasra van sziikkség. Az iteraciok soran eldszor gy jarunk el, mintha az objektum
szimmetrikus lenne, vagyis a diffrakcios képeket sok, kozelitdleg illeszkedd orientacidban
helyezziik el. Ekkor egy majdnem szimmetrikus 3D intenzitas-eloszlast kapunk, ami viszont
még nem felel meg a részecske szerkezetének, viszont jol kitolti a rendelkezésre allo teret.
Ezutan ugy folytatjuk az eljarast, mintha az objektumnak nem lenne szimmetridja, vagyis
minden képet csak egy, (a legjobban illeszkedd) helyzetben haszndlunk fel. llyenkor az eljaras
mar gyorsan konvergal a helyes megoldashoz. Az eredmények publikélasara a kozeljovoben
kertil sor.

Konfidencia paraméter

Az orientadlas sikerességét szimulalt diffrakcios 1 : .
képek esetén konnyli megallapitani. Valodi mérési
adatok esetén ez mar sokkal nehezebb feladat.
Altalaban az iteracios eljaras soran a korrelaciok 0.5}
értékében bekovetkezd ugrés jelzi a konvergenciat. *
Eléfordul néha, hogy a konvergencia fokozatos, doex kk R EEEF |
vagy olyan gyors, hogy beleolvad a kezdeti 2 5 10 15
nagyobb  valtozasba. Ilyenkor nem Ilehet Iteration
egyértelmﬁen megallapitani, hogy az orientalds 11. dbra. A konfidencia parameter valtozdsa
sikeres volt. Ezért sziikségesnek talaltuk egy olyan 4 jterdcio fiiggvényeben

paraméter meghatarozasat, amely egyértelmiien

jelzi a megtalalt orientaciok helyességét. Sikeriilt egy ilyen konfidencia paramétert taldlnunk,
amely jelzi, ha a 3D intenzitds-eloszlas konzisztens a mérési adatokkal, azok statisztikus hibain
beliil. A konfidencia paraméter megbizhatosagat szimulalt adatokon ellendriztiik (11. abra). Az
eredmények publikalasa folyamatban.

x
*
*

confid

Orientalds a toredékek iranyeloszldsa alapjan

Megvizsgaltunk egy teljesen Uj lehetdséget is a diffrakcids képek orientdlasdra. Amikor a
szabadelektron lézer nagyon intenziv rontgennyaldbja eltalalja a molekulat, akkor az a
nagyfoku ionizacié kovetkeztében fellépd taszitd er6k hatdsira felrobban. A szétrepiild
molekulatéredékek, atomok detektalasaval is kaphatd informacié a részecske orientacidjarol.
Részletes, a szétrobband molekula ionjait €s elektronjait is egyenként nyomon kovetd
molekuladinamikai szamitasokkal megmutattuk, hogy a detektalt részecskék szogeloszlasabol
meghatarozhaté a molekula robbanas el6tti orientacidja. Az uj, a diffrakcids képektol fliggetlen



orientalasi modszer lehetdvé teheti az ultragyors egyrészecske diffrakcids modszer
alkalmazasat olyan esetekre is, amikor a diffrakcios képekbdl az alacsony jel/zaj miatt a
részecskék orientdcidja nem hatdrozhatdé meg. Az eredményekbdl késziilt cikk az EPL
folyoiratban jelent meg [Jurek & Faigel, 2013].

Kisérleti munka és el6zetes eredmények

A palyazat utolso évében két méréssorozatban is személyesen vettiink részt a stanfordi LCLS
szabadelektron 1ézernél. Mindkét méréssorozat széles nemzetkozi egyiittmiikodéssel
szervezOdott.

Virusok szerkezetének meghatdarozdsa

Az els6 mérés kisméretli virusok szerkezetének meghatdrozasara irdnyult. A virusokat az
Uppsalai Egyetemen tervezett és épitett injektor juttatta a rontgennyaldbba. A rontgennyaldbot
az eredeti tervek szerint 100 nm atmérdre kellet
volna fokuszalni, de technikai problémak miatt ez
csak kb. 500 nm-re sikeriilt. Ez 25-sz0ros
intenzitascsokkenést jelentett a tervekhez képest. A
talalati arany idonként elérte a néhany szazalékot,
ami (figyelembe véve az LCLS 120 Hz-es ismétlési
frekvenciajat), oOranként tizezres nagysagrendi
diffrakcidos képet eredményezett. A sok TB adat
feldolgozasa még folyamatban van, de az mar most
is latszik, hogy a kisebb rontgen-intenzitds miatt az
adatok sokkal zajosabbak, mint azt eredetileg vartuk.

A masodik kisérlet f6 célja a kétrészecske holografia
megvaldsitasa volt (1d. alabb), de ennél a mérésnél is
12. dbra. A trinity-virusrol késziilt keletkezett nagyszamu (tobb szazezer) diffrakcios
egyrészecske diffrakcios kép felvétel egyetlen virusrdl is. Mivel itt a fokuszfolt

mérete jobban megkozelitette a kivant értéket, a

diffrakcios képek is jobb mindségiiek lettek. Az egyik vizsgalt virusrdl (trinity-virus) késziilt

crer

meghatarozni €és a kétdimenzios képekbdl létrehozni egy konzisztens haromdimenzids
intenzitas-eloszlast. A fazisprobléma megoldasdhoz
¢s a virus szerkezetének meghatarozasdhoz még
tovabbi munka sziikséges.

Kétrészecske holografia kisérlet

Az LCLS-nél végzett masodik kisérlet egy teljesen
uj elven alapul. Ebben a kisérletben nem csak a
vizsgalni kivant részecskét (virust) juttattuk a
rontgennyaldbba, hanem egyidejlileg egy ismert
szerkezetli referenciarészecskét is. Esetliinkben a
referenciarészecske egy xenon klaszter volt, amit
egy masodik, az el6zére és a rontgennyaldbra
merdlegesen  elhelyezett injektor juttatott a
talalkozasi pontba. A két részecskérdl szort

13. abra. Trinity virus és xenon klaszter
kétrészecske hologramja



rontgensugarzas interferenciat hoz 1étre, ami hologramként értelmezhetd (13. abra). Ez elvben
lehetdséget ad arra, hogy egyetlen mérésbol kapjunk 3D szerkezeti informaciot az ismeretlen
részecske belsejérdl. Mivel ilyen tipusu méréseket ezeldtt még senki sem végzett, ezért itt az
elvégzendd feladat nem csak a képek kiértékelése, hanem 1j kiértékeld algoritmusok és
szamitogépprogramok létrehozasa. A szokasos holografia esetén a targyrdl szort nyalab
intenzitasa kicsi a referencianyalab intenzitasdhoz képest. Itt nem ez a helyzet, ezért a szokasos
holografikus kiértékelési modszerek nem alkalmazhatok. Ezen a probléman jelenleg is
dolgozunk.

Szamitastechnikai fejlesztések

Az orientacids probléma megoldasa és a molekuladinamikai modellezés is nagyon nagy
szdmitastechnikai kapacitast igényel. A szadmitdsok idejét parhuzamos programozéssal és
nagyteljesitményti  grafikus processzorok alkalmazéisaval csOkkentettilk elfogadhato
mértékiire. Ehhez eldszor beszereztiink egy nagyteljesitményli grafikus processzorokkal
felszerelt személyi szamitdgépet. A szamitdégép négy GTX 480 grafikus kartyat tartalmazott
Osszesen 1920 processzormaggal. A rendszert késobb egy nyolc grafikus processzorkartya
befogadasara alkalmas GPU-expander egység beszerzésével fejlesztettiik tovabb. A régi
grafikus kartydkat hat, a jelenlegi csticstechnologiat képviseléd GTX Titan Z kartyaval valtottuk
ki. Az igy hasznalhatd Osszesen 34560 processzormag jelentds teljesitményndvekedést
jelentett.
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