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Streszczenie: Gtéwnym celem biologii strukturalnej jest zrozumienie na poziomie atomowym mechanizmow
molekularnych procesow okreslanych jako "zycie", poprzez poznanie struktury i funkcji makromolekut
biologicznych, w pierwszej kolejnosci biatek. Podstawowa metoda badawcza jest krystalografia biatek, stosujaca
dyfrakcje promieniowania rentgenowskiego na krysztatach makromolekul w celu poznania ich budowy atomowe;j.
Krystalografia biatek przeszta w ostatnich kilku dekadach przez trzy kolejne rewolucje, ktore doprowadzity do jej
nieoczekiwanego odrodzenia i bezprecedensowego rozkwitu. Rewolucje te zwiazane byly kolejno z wprowadzeniem
promieniowania synchrotronowego do rutynowych pomiaréw dyfrakcyjnych, z wdrozeniem metody dostrojonej
dyfrakcji anomalnej (MAD) na atomach selenu do automatycznego rozwiazywania problemu fazowego, oraz z
zapoczatkowaniem programow genomiki strukturalnej (SG). Mozna oczekiwaé, ze w nastgpnych 10-15 latach
krystalografia biatek nadal bedzie w tej fazie rewolucyjnych przemian. Spodziewaé si¢ nalezy nie tylko lawiny
struktur bialkowych rozwiazywanych masowo w centrach genomiki strukturalnej, ale takze siggania po coraz
ambitniejsze cele strukturalne, takie jak biatka membranowe czy ogromne kompleksy makromolekularne. Na gruncie
technik doswiadczalnych mozna oczekiwac rychtego wprowadzenie promieniowania rentgenowskiego z lasera na
swobodnych elektronach. Zrewolucjonizuje to catkowicie perspektywy eksperymentalne, umozliwiajac na przyktad
badanie dyfrakcji na pojedynczych molekutach czy na kompletnych obiektach biologicznych, takich jak komorki
organizméw zywych.
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Nietatwo snu¢ przepowiednie, szczegdlnie dotyczace
przyszto$ci. Zaczng wigc swoje uwagi na temat
przysztosci krystalografii biologicznej, nazywanej czgsto
krystalografia ~ biatek, od podsumowania  kilku
rewolucyjnych przemian, jakie dokonaty si¢ na tym polu
w ostatnich kilkudziesieciu latach.

Na przetomie lat 70. i 80. ubieglego stulecia
wydawalo sig¢, ze krystalografia bialek powiedziata juz
swoje ostatnie stowo i osiagneta status bardzo dojrzatej
dyscypliny, wzbogacajacej Systematycznie skarbiec
wiedzy strukturalnej o 10-20 struktur makromolekular-
nych rocznie. | oto w trzech kolejnych dekadach
krystalografia biatek wstrzasnely trzy kolejne rewolucje,
prowadzace do jej odrodzenia, widocznego w eksplozji
aktywnosci, charakteryzujacej si¢ aktualnie liczba 7000
struktur rocznie 1 suma prawie 60000 struktur
krystalograficznych zdeponowanych do dzi§ w Banku
Struktur Biatkowych PDB (Protein Data Bank) [2].

Pierwsza z tych rewolucyjnych przemian miata
miejsce w latach 80. i zwiazana byla z wprowadzeniem
promieniowania synchrotronowego (SR) do rutynowych
pomiarow dyfrakcyjnych [3]. Rentgenowskie
promieniowanie generowane w olbrzymich instalacjach
synchrotronowych poczatkowo traktowano W

Opracowane na podstawie wypowiedzi w dyskusji panelowej
nt. "Przysztos¢ krystalografii eksperymentalnej” zorganizo-
wanej przez Polskie Towarzystwo Krystalograficzne 26
czerwea 2010 r. oraz artykutu przegladowego [1].
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krystalografii jako interesujaca cickawostke naukowa,
ale na przestrzeni kilku lat zdominowato ono
eksperymenty dyfrakcyjne, sprawiajac, ze uciazliwe
tygodniowe pomiary mozna bylo skroci¢ do zaledwie
kilku godzin. Dzi$, najsilniejsze linie synchrotronowe
trzeciej generacji umozliwiaja skrdcenie pomiarow do
sekund. Co wigcej, poprawita si¢ jednoczes$nie
radykalnie jako$¢ danych, mimo Ze stosowane krysztaly
sa coraz mniejsze, "kurczac" sie obecnie do rozmiaréw
zaledwie 10 um. Zastosowanie SR stato si¢ jednoczes$nie
sita napedowa kolejnych innowacji, z ktorych
najwazniejsza byto przeniesienie praktycznie wszystkich
pomiaré6w biatkowych do temperatury cieklego azotu
(ok. 100 K). Pelne zautomatyzowanie eksperymentu to
inny aspekt pomiaréw synchrotronowych. Juz dzi$ sporo
eksperymentow przeprowadza si¢ za pomoca laczy
internetowych w sposob zdalny, na krysztatach
wystanych uprzednio (w formie "zamrozonej" do 100 K)
poczta kurierska do (czgsto bardzo odleglego) osrodka
synchrotronowego [4] (tzw. "Fedex crystallography™).

Druga rewolucja zaszta w latach 90. i wiazata si¢ z
rozpracowaniem teorii [5] metody MAD
("Multiwavelength  Anomalous  Diffraction”, czyli
dostrojonej dyfrakcji anomalnej) oraz, przede wszystkim,
jej aspektdw praktycznych [6] zwiazanych =z
zastosowaniem selenu (wprowadzanego do biatka w
postaci  selenometioniny, Se-Met) jak glownego
anomalnego "konia pociagowego" w sprawnym (bo
algebraicznym) rozwiazywaniu problemu fazowego.
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Dzi§  istnieja  roéwniez  algorytmy  fazowania
wykorzystujace znacznie prostsze podejécie SAD [7]
oparte na jednej dtugosci fali. Jednakze, aby metody te
mogty mie¢ walory rutynowego "wysokoprzepustowego"
(HT od "High Throughput") algorytmu, konieczny byt
kolejny przetom.

Wkroczyt on do krystalografii biatek wraz z nowym
Tysiacleciem.  Spektakularne  sukcesy  projektow
sekwencjonowania genomow, z majacym niemal
symboliczny wymiar zsekwencjonowaniem genomu
ludzkiego w 2002 roku [8,9] na czele (dzi$ znamy pelng
sekwencje kilkuset genomow), uswiadomily nam jednak
przy okazji do$¢ ktopotliwa sprawe, ze oto mianowicie w
ogole nie rozumiemy ksiegi genomu zapisanej literami
ATGC, i ze do zrozumienia tej informacji niezbgdne jest
przetozenie jej na jgzyk struktury biatek. Potrzebna byta
metoda, ktora szybko w trybie wysokoprzepustowym
bytaby w stanie dostarczy¢ niezbedna informacjg
strukturalna. Tak zrodzila si¢ genomika strukturalna
(SG), stawiajaca sobie za cel poznanie struktury
proteomu, tj. wszystkich biatek danego organizmu, a
wraz z nig ponownie odrodzita si¢ krystalografia bialek,
jako metoda z wyboru mogaca w sposdb szybki,
stosunkowo niedrogi i jednoczes$nie bardzo wiarygodny
sprosta¢ temu wyzwaniu. W polaczeniu z inzynieria
genetyczna (i inzynieria biatka), dostarczajaca w sposob
niemal automatyczny kolejnych bialek
rekombinowanych, biokrystalografia stata si¢ niezwykle
poteznym  narzegdziem badawczym. W  krajach
wysokorozwinigtych pojawilo si¢ niemal réwnoczes$nie
wiele osrodkoéw genomiki strukturalnej. Choc¢ ich szumne
hasta zalania nas powodzia struktur nie spetnity sig
jeszcze w pelnym zakresie, juz odczuliSmy skutki tego
przetomu, przede wszystkim w postaci wprost
niewiarygodnego postgpu metodycznego.

Czas przedzierzgnaé si¢ z "historyka" we "wrozke" i
zaczaé dywagowac o przysztosci. Zaczng od tego, ze
wydaje mi sig, iz genomika strukturalna niebawem, po
okresie polowania na tatwe cele, zacznie, zgodnie z
obietnica dostarcza¢ struktur w tempie lawinowym.
Genom ludzki koduje ok. 30000 bialek a wigkszo$¢ z
nich to nadal wielka niewiadoma. W dodatku produktéw
biatkowych jest znacznie wigcej ze wzgledu na
alternatywne sktadanie genow i inne mechanizmy RNA.
A na zbadanie czekaja przeciez takze biatka z
niezliczonych innych organizméw, ktore towarzysza nam
na Ziemi. Wszystko wigc wskazuje na to, ze
krystalografia biatek bedzie miala "peine rece roboty"
jeszcze przez nastgpnych kilkanascie lat.

Ale liczby to nie wszystko. Nalezy oczekiwaé, ze
krystalografia bedzie atakowa¢ w przysztosci coraz
trudniejsze problemy, np. stanowiace dotad tabu biatka
btonowe, ktére nie poddaja si¢ znanym metodom
krystalizacji, a ktére prawdopodobnie dominuja w
naszym proteomie. Cho¢ juz dzi§ mamy coraz wigcej
struktur  biatek  bltonowych w PDB, mozemy
przewidywaé, ze najblizsze lata przyniosa radykalny
postep na tym polu. Wydaje mi sig, ze spowoduje to
zmiang naszych pogladow na §wiat struktury bialek, do
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tej pory zdominowany przez rozpuszczalne biatka
globularne.

Inng dziedzina, w ktorej mozna oczekiwac¢ rewolucji,
sa badania strukturalne olbrzymich komplekséw
bialkowych, rowniez z udziatem biatek btonowych. Juz
dzi§ znamy strukturg¢ kilkuset wiruséw, a zesztoroczna
Nagroda Nobla w dziedzinie chemii ukoronowata
heroiczne zmagania o0 poznanie struktury atomowej
rybosomu, tj. organelli, w ktorej, jak w fabryce,
produkowane sa wszystkie biatka wszystkich komodrek
zywych na $wiecie. Dzigki wysitkom zesztorocznych
Noblistow, Ramakrishnana, Steitza i Yonath [10-13],
znamy dzi§ dokladna pozycje w przestrzeni kazdego z
okolo 200000 atoméw niewodorowych rybosomu
bakterii. Ale rybosom jest bardzo trwatym kompleksem
makromolekularnym. W najblizszej]  przysztosci
natomiast krystalografia zacznie atakowac strukture
znacznie stabiej scementowanych kompleksow, ktorych
krotkotrwate pojawianie si¢ i znikanie w komorce
wyznacza prawdopodobnie rytm procesow zyciowych.
Glownym celem tych badan bedzie zrozumienie
rozpoznawania molekularnego w takich "przelotnych
zwiazkach" czasteczek zycia.

Wyzwania biologii to tylko jeden z motoré6w postgpu
w krystalografii biatek w najblizszych kilkunastu latach.
Drugim motorem bedzie "skok kwantowy" czekajacy nas
juz niebawem na polu nauk fizycznych. Oto ziszcza si¢
niebawem wieloletnie marzenia o posiadaniu lasera
rentgenowskiego. Whkrétce okaze sie, ze zrodia
synchrotronowe trzeciej generacji, uwazane dotad za
szczyt mozliwosci w  generacji promieniowania
rentgenowskiego, dostownie "przygasng" w $wietle
astronomicznie  jasnego  blysku  $wiatta  lasera
rentgenowskiego.  Tego  typu  urzadzenie, W
przeciwienstwie do lasera konwencjonalnego, nie dziala
w trybie oscylacyjnym lecz jest konstrukcja otwarta, o
dtugosci do kilkudziesigciu kilometrow; stad tez jego
nazwa: laser rentgenowski na swobodnych elektronach
(X-ray Free Elektron Laser, XFEL). Obecnie nie wiemy
nawet, w jaki sposob da sig najlepiej wykorzysta¢ wiazke
lasera XFEL, ktora bedzie o ponad 10 rzedow wielkosci
bardziej intensywna niz promieniowanie z synchrotronu.
Wyobraznia (szczegblnie w zakresie "obrazowania™) nie
ma tu prawie zadnych ograniczen!

Jedna z mozliwosci, testowana obecnie przy
tradycyjnych synchrotronach, zaklada badanie struktury
krysztalu w niestychanie krotkim czasie [14]. Juz teraz
mozliwe  jest  zarejestrowanie  pelnego  obrazu
dyfrakcyjnego tzw. metoda Lauego w czasie 1 ns. W
przysztosci osiagalny bedzie czas krotszy niz 1 ps.
Robiac seri¢ poklatkowych zdje¢ struktury z tak szybka
"migawka", bedziemy w stanie odtworzy¢ trajektorig
przemiany chemicznej Ilub fizycznej przebiegajacej
wewnatrz krysztalu. W skali naszych zmystow,
przemiana taka moglaby by¢ bardzo szybka (trwa¢ np. 1
ms lub nawet 1 ps), jednak mimo to bylibysSmy w stanie
odtworzy¢ jej przebieg od poczatku do konca. Tak wigc
W zasiggu mozliwosci krystalografii sa nie tylko
statyczne struktury krysztatow ale takze dynamika bialek
i kinetyka procesow, ktorym ulegaja.
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Pojawia si¢ jednak pytanie, czy dysponujac tak
silnymi Zrédtami promieniowania rentgenowskiego,
musimy odwotywac¢ si¢ ciagle do krysztatu? Krysztat jest
nam  potrzebny w  charakterze =~ wzmacniacza
koncentrujacego stabiutkie rozpraszanie od pojedynczej
czasteczki w pikach braggowskich. Jes§li jednak
dysponujemy wiazka lasera, ktora jest miliardy razy
bardziej intensywna, "wzmacniacz" sygnalow staje si¢
niepotrzebny. Obliczenia teoretyczne [15] potwierdzaja,
ze powinna uda¢ si¢ rejestracja rozpraszania na
pojedynczej molekule. To nic, ze wulegnic ona
natychmiast dysocjacji. Jesli tylko zdotamy przedtem
zarejestrowac jej obraz dyfrakcyjny — strukture da si¢ bez
trudu wyliczy¢, gdyz ciagla transformata Fouriera
obiektu nieperiodycznego zawiera az nadto danych do
rozwiazania problemu fazowego. Podejscie to jest
intelektualnie bardzo pociagajace. Oto wychodzac z
koncepcji opartej na krystalografii, porzucamy okowy
narzucone przez krysztal, a mimo to w ostatecznos$ci
stosujemy aparat matematyczny majacy wlasnie
krystalograficzny rodowdd.

Jesli juz mys$limy tak $miato, idzmy dalej. Dlaczegoz
mieliby§my ogranicza¢ nasz aperiodyczny obiekt do
pojedynczej czasteczki? Przeciez rownie dobrze mogliby
to by¢ olbrzymi kompleks makromolekularny, a nawet...
cata komorka biologiczna, na ktorej tez mozna uzyskaé
rozpraszanie. Wstgpny rekonesans eksperymentalny
zostat juz przeprowadzony i wyniki sa nader obiecujace.
Jest co§ symbolicznego w fakcie, ze pionierem tych
metod jest, mimo zaawansowanego wieku, David Sayre
[16] — wspottworca metod bezposrednich rozwigzywania
problemu fazowego w krystalografii.

Piszac, ze idea laserow rentgenowskich XFEL
niebawem sie zisci rozminglem sie nieco z
rzeczywistoscia, gdyz pierwszy laser rentgenowski na
swobodnych elektronach juz dziata na Uniwersytecie
Stanforda w USA i badacze juz moga wystepowaé o
przydzial czasu pomiarowego na tym urzadzeniu!
Kolejny laser XFEL zostanie oddany do uzytku wkrotce
w osrodku DESY w Hamburgu. W Europie planuje si¢
budowg kolejnych laserow rentgenowskich, np. przy
brytyjskim synchrotronie DIAMOND i hiszpanskim
ALBA. Injektorem nowego synchrotronu MAX IV w
Lund bedzie akcelerator liniowy (linac), ktory w
przysztosci przerobiony zostanie na laser na swobodnych
elektronach. Tak wiec, jeSli — zapatrzeni w klasyczne
synchrotrony trzeciej generacji myslimy, ze
spogladamy w przyszto$¢, w rzeczywistosci mozemy
ogladac¢ sig do tytu!

Podsumowujac  dotychczasowe uwagi  mozna
powiedzie¢, ze krystalografia biatlek bedzie przez
najblizsze lata ciagle w fazie "rewolucyjnego rozwoju".
Bedzie to wynikiem dramatycznego postgpu w
metodologii pomiarowej, nadchodzacego gtownie z
kierunku fizyki, oraz $miatych i wizjonerskich wyzwan
rzucanych przez nauki biologiczne. W takim tez sensie
krystalografia utrzyma swoja role jako tygiel, w ktérym
rodza si¢ rzeczy, "o jakich nie $nito si¢ filozofom",
czerpiacy zyciodajna  energi¢ ze styku nauk
biologicznych i fizycznych. Jednak w tej niszy
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krystalografia powinna zdecydowanie trwaé przy swoim
chemicznym dziedzictwie. Sita krystalografow byto i
bedzie nadal to, ze przez pryzmat struktury potrafia
wnikliwie interpretowaé zjawiska chemiczne stanowiace
podstawe procesow okreslanych jako zycie. Parafrazujac
moglbym napisa¢ "kto posiadl umiejgtno$¢ rozumienia
struktury materii — ten stal si¢ jej panem". Do roli tej bez
watpienia predestynowani sa krystalografowie.

Na koniec chcialbym poruszy¢ dwie dodatkowe, lecz
niezwykle wazne sprawy. Po pierwsze, sprawg jako$ci
modeli  strukturalnych  wyznaczanych  metodami
krystalografii. Dzigki postgpowi technicznemu i
metodycznemu jako$¢ struktur krystalograficznych staje
si¢ systematycznie coraz wyzsza, co trzeba szczeg6lnie
mocno podkresli¢, zwazywszy, ze struktury te staja si¢
jednocze$nie coraz bardziej zlozone. Najogolniej rzecz
ymujac, struktury makromolekularne okre§lane sa z
coraz lepszymi parametrami statystycznymi
(widocznymi rowniez w jakosci danych
eksperymentalnych) i z coraz wyzsza rozdzielczoscia.
Mamy obecnie catkiem sporo struktur w banku PDB,
ktére swoja jakoscia dorownuja rutynowym strukturom
matoczasteczkowym [17], a czasem nawet je przescigaja.
Zdarzaja si¢ tez, na razie rzadko, perelki, jak na przyktad
struktury biatkowe, dla ktérych udato si¢ udoktadnic¢
model multipolowy, tj. precyzyjnie zbada¢ rozktad
elektronéw na wigzaniach chemicznych i w niesferycznie
sparametryzowanych atomach [18,19]. Styszy si¢
czasami opini¢, ze takie dokladne badania struktury
biatek sa zbedne, gdyz odpowiedzi na podstawowe
pytania udzielaja juz nawet bardzo zgrubne modele.
Opini¢ taka kategorycznie odrzucam. Po pierwsze, jako
uczeni mamy moralny obowiazek docieka¢ prawdy tak
dobrze, jak to jest tylko w naszej mocy. Po drugie,
uwazam, ze nasza sita, jako krystalografow, lezy wlasnie
w tym, ze nie ograniczamy si¢ do enigmatycznych i
mglistych modeli, ale poprzez przesuwanie granicy
rozdzielczosci jesteSmy w stanie budowaé modele bardzo
precyzyjne, ukazujace struktury z prawdziwie atomowa
rozdzielczo$cig. Nigdy nie wiadomo, czym moze
zaskoczy¢ nas nawet najbardziej trywialna struktura
biatkowa. Przy kiepskiej jakosci danych, tego co
nietypowe a przy tym najciekawsze — moglibySmy po
prostu nie zauwazyc!

Na nic si¢ zda przepowiadanie przysztosci
krystalografii, jesli nie zadbamy o to, by w przysztosci
istnieli krystalografowie. Cho¢ zabrzmi to kuriozalnie —
mozliwo$¢ takiego czarnego scenariusza jest calkiem
realna. Oto krystalografia znika w szybkim tempie z
programow studiow uniwersyteckich i moze okazac sig,
ze w nastgpnym pokoleniu zabraknie fachowcow nie
tylko zdolnych rozwija¢ nasza dziedzing, ale nawet
utrzymaé ja na minimalnym poziomie egzystencji [20].
Byloby niepowetowana strata, jesli za 15-20 lat istotnie
zabraktoby krystalograféw, ktdrzy mogliby realizowac te
wspaniate wizje, jakie rysuja si¢ przed nasza dyscyplina.
Zrobmy wszystko co w naszej mocy, aby oddali¢ to
niebezpieczenstwo.
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