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Odkrycie przez Maxa Lauego w 1912 roku, ze promienie rentgenowskie ulegaja dyfrakcji
na krysztatach dato fizykom i chemikom, a nieco pdzniej réwniez biologom, potezne narzedzie
badawcze pozwalajace wnika¢ w strukture materii z rozdzielczoscia atomowa. Dzigki badaniom
krystalografow dowiedzieliSmy si¢, jaka budowe przestrzenna maja zwiazki chemiczne, od
najprostszych po bardzo skomplikowane. Jeszcze przed odkryciem Lauego, biochemicy nauczyli
si¢ otrzymywac¢ w formie krystalicznej takze biatka. Dzigki pionierskim pracom m.in. Dorothy
Hodgkin, Maxa Perutza i Johna Kendrew od drugiej potowy lat 30-tych XX wieku rozpoczgly sig¢
zmagania krystalograféw o rozszyfrowanie struktury biatek. Dzi$ krystalografia biatek stanowi
fundament biologii strukturalnej, a w banku struktur biatkowych PDB zgromadzona jest
informacja o strukturze przestrzennej prawie 50 tys. makromolekul. Krystalizacja biatek stata si¢
wazna samodzielna dyscyplina naukowa dostarczajaca obiektow, tj. krysztalow
makromolekularnych, do badan strukturalnych. Wiaczone w nurt "wysokosprawnej" (ang. High
Throughput) genomiki strukturalnej, eksperymenty krystalizacyjne sa coraz cze$ciej
zrobotyzowane i skomputeryzowane. Kluczowym ogniwem procesu badania struktury biatka
metodami krystalograficznymi jest zarejestrowanie obrazu dyfrakcji rentgenowskiej od krysztatu
biatkowego. Polega to na zmierzeniu intensywnosci, I(hkl), dziesiatkéw, a nawet setek tysiecy
odrgbnych promieni dyfrakcyjnych, zwanych refleksami, ugigtych na sieci przestrzennej
krysztatu. Pomiary dyfrakcyjne w biokrystalografii prowadzi si¢ dzi§ w temperaturze ciektego
azotu, poprawiajacej jako$¢ danych oraz przedluzajacej zywotnos$¢ delikatnych krysztatow
biatkowych. W intensywnosciach refleksow zaszyfrowana jest informacja o strukturze krysztah,
tj. o wspotrzednych xyz kazdego atomu czasteczki biatkowej w przestrzeni. Wzor wiazacy
strukturg krysztatu, p(xyz), z jego obrazem dyfrakcyjnym, I(hkl), nie jest skomplikowany: jest to
zwykly szereg Fouriera. Do jego wyliczenia potrzebna jest informacja o amplitudzie oraz fazie
kazdej fali elektromagnetycznej stanowiacej refleks hkl. Amplitudy tatwo wyliczy¢ z
intensywnosci, |F(hkl)| = VI(hkl), jednak faz, ¢(hkl), nie mozna zmierzy¢ doswiadczalnie. W tym
miejscu proba rozwiazania struktury jakiegokolwiek krysztalu natrafia na fundamentalny
problem, zwany problemem fazowym. W krystalografii bialek do rozwiazania problemu
fazowego stuza trzy metody: (1) metoda podstawienia izomorficznego (SIR lub MIR) Maxa
Perutza, (2) metoda podstawienia czasteczkowego (MR) Michaela Rossmanna oraz (3) metoda
dostrojonej dyfrakcji anomalnej (MAD) Wayne’a Hendricksona.

W metodzie podstawienia izomorficznego do czasteczki biatka w natywnej formie krystalicznej
wprowadza si¢ dodatkowe, bogate w elektrony, tj. cigzkie, atomy, zwykle jako jony metali
cigzkich lub halogenki. Atomy te stana si¢ znacznikami ggstos$ci elektronowej, od ktorych
rozpoczyna si¢ ujawnianie catej struktury w krysztale.

W  metodzie podstawienia czasteczkowego rozwiazujemy nieznang strukturg krystaliczna
nowego biatka poslugujac si¢ jako sonda — modelem przestrzennym podobnego biatka.
Poszukiwanie rozwiazania prowadzi si¢ w przestrzeni wektorow migdzyatomowych probujac
dopasowaé gigantyczny zestaw wektoréw pomigdzy atomami modelu do analogicznej funkcji,
zwanej funkcja Pattersona, wyliczonej na podstawie I(hkl) dla struktury nieznane;.



Najnowsza metoda rozwiazywania problemu fazowego, dostrojona dyfrakcja anomalna,
powstala dzigki osiagnigciom na dwoch przeciwnych biegunach nauk przyrodniczych: w
inzynierii genetycznej i w fizyce wysokich energii. Rozpraszanie promieni rentgenowskich przez
krysztaty ma zwykle charakter ,normalny”, zachodzi zgodnie z prawami optyki, bez
nadzwyczajnych efektow. W pewnych sytuacjach to normalne oddzialywanie promieni
rentgenowskich z materia zostaje zaktocone, dochodzi do zjawisk anomalnych. Dzieje sig tak
wowczas, gdy promieniowanie o odpowiednio dobranej dlugosci fali wzbudza rezonans w
chmurach elektronowych wybranych atoméw w krysztale. Silne efekty anomalne obserwowane
sa rzadko, wymagaja bowiem z reguly obecnosci bardzo cigzkich, niebiologicznych
pierwiastkdw oraz, przede wszystkim, precyzyjnego dobrania diugosci fali, niemozliwego w
tradycyjnych aparatach rentgenowskich. Pokonanie tej drugiej trudnosci zaoferowata
rentgenografii fizyka wysokich energii poprzez potezne urzadzenia cyklotronowe zwane
synchrotronami, generujace promieniowanie rentgenowskie o ogromnej intensywnoscia oraz
dajace si¢ fatwo dostraja¢ do pozadanej dtugosci fali.

A jak umiesci¢ w strukturze odpowiednie atomy rozpraszajace anomalnie, bez uciekania si¢ do
zmudnych prob wspodtkrystalizacyjnych lub zawodnych metod nasaczania krysztalow?
Rozwiazanie przyniosly metody rekombinacyjne otrzymywania bialek, ktore stanowia dzi$
gléwne zrédlo materialu biatkowego do badan krystalograficznych. Jesli zamiast typowych
szczepow ekspresyjnych Escherichia coli uzyjemy auksotrofow metioninowych hodowanych na
pozywce selenometioninowej, woéwczas nadprodukowane przez te bakterie biatko bedzie
posiadatlo w miejscu metioniny jej selenopochodna, przy praktycznie niezmienionych
wlasciwos$ciach biochemicznych i fizykochemicznych, w szczegolnosci jesli idzie o formowanie
krysztalow oraz o oddzialywanie z promieniowaniem rentgenowskim. Z jednym wszakze
wyjatkiem: obecny w czasteczce selen bedzie znakomitym centrum rozpraszania anomalnego! W
typowym eksperymencie MAD selenometionylowa pochodna biatka poddaje si¢ dzialaniu
odpowiednio dostrojonego promieniowania synchrotronowego, a uzyskane efekty anomalne
wykorzystuje si¢ do wyliczenia faz ¢(hkl).

Po rozwiazaniu problemu fazowego, omowiony szereg Fouriera pozwala wyliczy¢ mape gestosci
elektronowej p(xyz), tj. rozklad elektronéw w krysztale definiujacy ksztalt czasteczek
chemicznych. Dopasowany do tej gestosci rozktad atoméw w przestrzeni ukazuje badaczowi
trojwymiarowy obraz biomolekuty. Koncowy etap badawczy nazywa si¢ udokladnianiem
struktury. Polega on na optymalizacji parametrow modelu w celu najlepszego wyjasnienia
wielkos$ci doswiadczalnych. Parametrami tymi sa wspolrzedne atomow oraz amplitudy ich drgan
termicznych. Po zakonczeniu udoktadniania pozostaje juz tylko interpretacja wynikow.

Oceniajac  wyznaczong krystalograficznie struktur¢ biatka warto zwroci¢ uwage na trzy
parametry charakteryzujace jej ,jako$¢”. Podawana w angstremach (I A = 10® cm)
rozdzielczo$¢ d odnosi si¢ do minimalnego odstgpu migdzy ptaszczyznami sieciowymi krysztatu,
od ktorych odbijalo si¢ promieniowanie rentgenowskie w czasie pomiaréw dyfrakcyjnych. Z
grubsza biorac, ta rozdzielczo$¢ obrazu dyfrakcyjnego przektada si¢ na rozdzielczo$¢ optyczna,
charakteryzujaca detale geometryczne, jakie mozemy rozrézni¢ na kre§lonych mapach ggstosci
elektronowej. d>2 A oznacza rozdzielczo$¢ $rednia, tym gorsza (niZsza), im wicksza liczba d.
Przy d<2 A méwimy o rozdzielczosci wysokiej. Gdy d zbliza si¢ do 1.2 A - osiagneliémy
rozdzielczos$¢ atomowa.



Krystalograficzny wskaznik rozbieznosci R podaje (czasem w procentach), rozbiezno$¢
pomigdzy wielko$ciami zmierzonymi i1 wyznaczonymi na podstawie modelu struktury.
Uzyskanie jak najnizszej wartosci R, a wigc jak najlepszego dopasowania modelu do obserwacji
doswiadczalnych, jest technicznym celem udoktadniania struktury. Struktury o R>20% sa niezbyt
dobrze udokladnione, tym gorzej, im R wyzsze. R<20% charakteryzuje struktury dobrze
udoktadnione. Do oceny, czy udoktadniane parametry maja pelne oparcie statystyczne w
informacji wynikajacej z pomiaru, stosuje si¢ testowy wskaznik rozbieznosci zwany Rfree,
liczony dla refleksow wykluczonych z udokladniania. Jego warto$§¢ nie powinna znaczaco
przekracza¢ wartosci R.

Wreszcie $rednia kwadratowa (rms, ang. root-mean-square) odstepstwa wartosci parametrow
stereochemicznych modelu od wielkoSci uznanych za standardowe charakteryzuje
poprawnos¢ geometryczng biomolekuty. W przypadku analizy dlugos$ci wiazan walencyjnych
warto$¢ ta dla poprawnie wyznaczonej struktury powinna wynosié ok. 0.02 A. Warto$ci znacznie
wyzsze niz 0.03 A powinny wzbudzié¢ nasza podejrzliwoéé. Cennym narzedziem weryfikacji
modelu jest tez wykres Ramachandrana przedstawiajacy rozrzut wartosci katow ¢ 1 y
charakteryzujacych konformacjg tancucha polipeptydowego. Zwykle katy te nie sa udoktadniane,
stad stanowia doskonale kryterium weryfikacyjne. W poprawnym modelu biatka pary katow ¢/y
ograniczone sa do dozwolonych obszaréw wykresu Ramachandrana, z grubsza odpowiadajacych
helisie o 1 tancuchowi B.
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