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Badany obiekt nie musi dzi$
znajdowac sie w zasiegu rak badacza.
PoSrednictwo Internetu i precyzyjna
aparatura pomiarowa umozliwity
pierwsze w Polsce badania struktury
krysztatéw biatka zanurzonych

w ciekltym azocie w Grenoble

bez opuszczenia pracowni w Poznaniu

Nowoczesna krystalografia biatek datuje
swoje poczatki na potowe lat 30. XX wieku

i wigze sie znazwiskiem Maxa Perutza.
Poszukujgc tematu pracy doktorskiej, posta-
nowit on wyznaczy¢ strukture hemoglobiny
metodg dyfrakcji promieni rentgenowskich.
Informacja o budowie przestrzennej makro-
molekut, biatek i kwaséw nukleinowych byta
woéwczas zerowa. Rozwigzanie struktury he-
moglobiny zajeto Perutzowi ponad 20 Ilat.
Nieco wczesniej, w roku 1957, strukture kry-
staliczng czterokrotnie mniejszej mioglobiny
rozwigzat John Kendrew, a w roku 1953 po-
znano budowe przestrzenng kwaséw nukle-
inowych réwniez dzigki dyfrakcji promieni
rentgenowskich. W latach 60. i 70. XX wieku
rozwigzanie zagadki budowy przestrzennej
czasteczki biatka byto nadal procesem wie-
loletnim, a przyrost wiedzy o strukturze bia-
ek byt bardzo wolny. Z rozwojem metodyki
oraz technik obliczeniowych biologia struk-
turalna, czerpiaca informacje gtéwnie z kry-
stalografii, zaczeta nabiera¢ tempa. Dzi$ bank
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w Grenoble ma Srednice
0,85 km, a krazace

w nim elektrony
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odpowiadajacq
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napigciem 6 min V




struktur biatkowych PDB (Protein Data Bank)
zawiera informacje o budowie przestrzennej
ponad 40 tys. makromolekut i powieksza sie
w tempie ponad 5 tys. struktur rocznie. Stato
sie to mozliwe dzieki rozwojowi inzynierii ge-
netycznej utatwiajacej produkcje trudno do-
stepnych biatek w komorkach bakteryjnych,
a takze dzieki rozpowszechnieniu poteznych
synchrotronowych Zrédet promieniowania
rentgenowskiego.

Renesans

Jednak nawet tak wyposazona Kkrystalo-
grafia biatek nadal nie moze sprosta¢ po-
pytowi, ktory wywotany zostat przez eks-
plozje informacji genetycznej u progu XXI
wieku. Z astronomiczng szybko$cig groma-
dzimy informacje o sekwencji catych geno-
mow i jednoczesnie nie potrafimy jej zrozu-
mie¢; nie wiemy, jakie biatka zakodowane sa
szyfrem ATGC naszych gendéw, nie wiemy,
jak biatka te funkcjonuja. Najprostsza droga
do zrozumienia funkcjonowania komoérek zy-
wych wiedzie przez poznanie struktury mole-
kut Zycia - biatek. Krystalografia biatek jako
podstawowa metoda wyznaczania ich struk-
tury przezywa wiec renesans.

Giganty w skali atomowej

Oprocz genomiki strukturalnej, ktorej
motto brzmi ,jak najwiecej struktur”, nowo-
czesna biokrystalografia ma tez inne fronty.
Na jednym z nich badacze staraja sie poznac
strukture olbrzymich komplekséw makromo-
lekularnych, dochodzacych do rozmiaréw or-
ganelli komoérkowych, czy prymitywnych
obiektow wykazujacych cechy zycia. Na fron-
cie tym oznaczono strukture atomowa wielu
dziesiatkow wirusow, poznano tez struktu-
re maszyny syntetyzujacej biatka w komor-
kach - rybosomu. W tym ostatnim przypad-
ku okazato sie, ze jest to maszyna dziatajaca
na bazie RNA, a nie biatka, jak to ma miejsce
w wiekszosci prostszych enzymoéw.

Cel — pal!

Krystalografia dostarcza tez precyzyjnej
informacji strukturalnej niezbednej w ra-
cjonalnym projektowaniu lekéw. Poznanie
struktury bialek zwigzanych z procesa-
mi chorobowymi jest najprostsza droga do
projektowania ,pociskéw molekularnych”
- lekéw, ktére zapobiegng tym procesom,
zdotaja je odwrdci¢, a przynajmniej zatrzy-
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mac. W ten sposob na przyktad powstaty naj-
bardziej skuteczne leki przeciw AIDS, zapro-
jektowane jako inhibitory jednego z enzy-
mow retrowirusa HIV.

Krystalografia biatek posiada tez front
»W glab”, gdzie celem jest oznaczenie struk-
tur makromolekut z najwieksza doktadno-
$cig i rozdzielczo$cia. Rozdzielczo$¢, mierzo-
na w angstremach, jednostkach odlegtosci
w Swiecie atoméw (1 angstrem to jedna dzie-
sieciomilionowa czes$¢ milimetra), oznacza
poziom szczegotu, do ktérego dotart model
struktury. W praktyce wyzsza rozdzielczo$c¢
oznacza konieczno$¢ rejestracji wiekszej
liczby danych do$wiadczalnych. Nierzadko
strukture biatka wyznacza sie na podstawie
milionéw danych dyfrakcyjnych zarejestro-
wanych dla krysztatu, ktérego rozmiary nie
przekraczajg 0,1 mm.

Na poczatku jest krysztat

Badanie struktury biatka metoda dyfrak-
cji promieni rentgenowskich wymaga poje-
dynczego krysztatu uformowanego z bada-
nego materiatu. Krystalizacja biatek jest jed-

Stacja badawcza 1D14

w Grenoble do pomiarow
dyfrakcji promieniowania
rentgenowskiego

na krysztatach
biatkowych. Zawieszony
w mikroskopijnej

petelce krysztatek
umieszczony jest

W wigzce promieniowania
oraz w strumieniu par
azotu. Obraz dyfrakcyjny
rejestruje kamera CCD

Przechodzac

przez krysztat,
promieniowanie
rentgenowskie

rozdziela si¢ na wiele
promieni dyfrakcyjnych
(refleksow). Ich potozenie
i intensywnos¢ mierza
urzadzenia elektroniczne
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Dr Mirostaw Gilski

w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN

w Poznaniu steruje

za poSrednictwem
Internetu pomiarami
dyfrakcyjnymi krysztatow
biatkowych w oSrodku
synchrotronowym

ESRF w Grenoble
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Badanie struktury krysztatu biatka z odlegtosci 2000 km

nym z trudniejszych etapéw rozpoczynaja-
cych proces rozwigzywania struktury. Dzi$
eksperymenty krystalizacyjne wspomagane
sq robotami, ktére w mikroskopijnej objeto-
Sci testuja tysiace warunkéw, by znalezé te,
w ktérych czasteczki biatka utworza krysztat.
Krysztat biatka przeznaczony do pomiarow
dyfrakcyjnych jest z reguty jeszcze ,dodat-
kowo zamrozony” w parach cieklego azotu
o temperaturze -170°C. Ma to na celu zabez-
pieczenie wrazliwego biatka i towarzyszacej
mu zawsze w krysztale otoczki wodne;.
Jednak zarejestrowanie obrazu dyfrak-
cji krysztatu nie daje jeszcze gwarancji po-
znania obrazu jego struktury. Wigze sie
to z matematyczng relacja pomiedzy tymi
dwoma obrazami, noszaca nazwe transfor-
macji Fouriera. Do jej rozwigzania niezbedna
jest dodatkowa informacja o fazach fal rent-
genowskich rozproszonych przez krysztat.
Doswiadczalny pomiar faz nie jest mozliwy.
Uciekamy sie¢ wiec do réznych ,podstepow”,
aby te informacje zdoby¢. MozZna np. postu-
zy¢ sie modelem struktury podobnego biat-
ka, aby rozwigza¢ nowa, nieznang strukture.
Mozna tez wprowadzi¢ do Kkrysztatu super-
cigzki atom, ktory odci$nie pietno w obrazie
dyfrakcji iutatwi rozwiklanie zagadki fazo-
wej. Odmiana tej metody polega na umiesz-
czeniu w Krysztale atomu rozpraszajacego
promienie rentgenowskie w sposéb szczegol-
ny, by na jego bazie rozwiklac reszte struktu-
ry. Popularnym pierwiastkiem jest tu selen,

Sz. Krzywda, UAM

wprowadzany do biatka metodami inzynierii
genetycznej w postaci selenometioniny.

Sekret procesow zycia

Rozwigzanie struktury krysztatu réwno-
znaczne jest z wyznaczeniem mapy rozkla-
du elektronéw w krysztale. Mapa ta obrazu-
je potozenia centréw atomowych jako wysp
0 wysokiej koncentracji elektronéw i umoz-

M. Strozycki, IChB PAN

Obraz dyfrakcji
promieniowania
rentgenowskiego

na krysztale biatka.
Intensywnosc refleksow
mowi o przestrzennym
rozktadzie atomow

w strukturze krysztatu



Obraz programu

zarzadzajacego

przebiegiem pomiarow
dyfrakcyjnych w orodku
synchrotronowym

ESRF w Grenoble.

Dzigki niemu

sterowaliSmy robotem,

ktory wyjat krysztat

z cieklego azotu,

umiescit go w wigzce

\ promieniowania
i' synchrotronowego
| i rozpoczat rejestracje
danych. Po kilkunastu
sekundach zobaczyliSmy
wyniki analizy

liwia zbudowanie modelu struktury prze-
strzennej makromolekuty. Modele takie
sktadaja sie z tysiecy powigzanych atoméw,
z ktérych kazdy ma precyzyjnie wyznaczone
wspoéirzedne w przestrzeni tréjwymiarowe;.
Zrozumienie funkcjonowania takiej moleku-
ty giganta wymaga solidnej wiedzy chemicz-
nej. Za posrednictwem chemii, wspartej na fi-
zyce krystalograficznego pomiaru dyfrakcyj-
nego, docieramy do najwiekszej zagadki bio-
logii, do tajemnicy procesow zZycia.

Wiazka na wirazu

W laboratorium promieniowanie rentge-
nowskie wytwarza si¢ w lampach rentge-
nowskich lub w nieco bardziej skomplikowa-
nych generatorach z wirujaca anoda. Zrédta
te jednak daja promieniowanie o niskiej in-
tensywnosci, powaznie ograniczajac pomia-
ry makromolekularne. Wigkszo$¢ badan biat-
kowych prowadzi sie obecnie z wykorzysta-
niem Zrédet synchrotronowych. Synchrotron
to cyklotron o $rednicy kilkuset metrow,
w ktérym elektrony sterowane polem ma-
gnetycznym kraza rozpedzone do predkosci
podswietlnej. Wprowadzona w wiraz wiaz-
ka elektronéw emituje promieniowanie rent-
genowskie, wykorzystywane miedzy inny-
mi przez krystalograféw biatek. Ogromna
intensywnos¢ tego promieniowania umozli-
wia skrocenie pomiaréw do utamka sekun-
dy. Problem jednak w tym, by drogocenne
krysztaty (warte wiecej niz podobne diamen-
ty) dowiez¢ do czesto bardzo odlegtego osrod-
ka synchrotronowego, uzyskac dostep do zro-
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BioXHIT

A Wojtkowiak, UAM

dfa i mie¢ do$¢ szczescia, by pomiar dyfrak-
cyjny zakonczy¢ sukcesem.

Pomiary na odleglos¢

Problemy logistyczne iwysoki stopien
skomplikowania pomiaréw synchrotrono-
wych sklaniajg do poszukiwania nowych roz-
wigzan. Jedna z propozycji polega na wysta-
niu zamrozonych w ciektym azocie kryszta-
tow biatkowych do osrodka synchrotronowe-
go i przeprowadzeniu pomiaréw za posrednic-
twem tacznosci internetowej. Program kompu-
terowy umozliwiajacy takq operacje powstaje
w ramach projektu BioXHIT Unii Europejskiej,
w ktorym Kkoncentruja sie wysitki wielu ze-
spotéw badawczych. Poznarnskie Centrum
Badan Biokrystalograficznych (CBB) w Insty-
tucie Chemii Bioorganicznej PAN posiada od
ponad dwdch lat status tzw. osrodka TID utwo-
rzonego w celu wdrazania innowacji projektu
BioXHIT. W listopadzie 2006 r. z siedziby CBB
przeprowadzono po raz pierwszy w historii
zdalny pomiar dyfrakcyjny w najwiekszym
europejskim osrodku synchrotronowym ESRF
w Grenoble. taczno$¢ pomiedzy CBB i ESRF
nawigzano za posrednictwem Internetu, a spe-
cjalne oprogramowanie umozliwito operowa-
nie linig synchrotronowy i delikatnymi krysz-
tatami biatkowymi w Grenoble za posrednic-
twem klawiatury i myszy przeno$nego kom-
putera osobistego w Poznaniu. Ten udany eks-
peryment otwiera perspektywy dla prowadze-
nia synchrotronowych pomiaréw krystalogra-
ficznych z dowolnego miejsca na Ziemi. 2]

Chcesz wiedzie¢ wiecej?

Rhodes G. (2006). Crystallography Made Crystal Clear.
Academic Press.

Mapa gestosci
elektronowej wyliczona
na podstawie obrazu
dyfrakcyjnego krysztatu
ukazuje budowe
atomowa czasteczki
biatka. Wysoka jakos¢

i rozdzielczo$¢ obrazu
pozwala dostrzec

takze czasteczki wody
(czerwone kule)
towarzyszace czasteczce
biatka nawet w krysztale
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