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Dr Miroslaw Gilski jest absolwentem fizyki na Uniwersytecie im. A. Mickiewicza
w Poznaniu. Po studiach rozpoczal prace w Zaktadzie Krystalografii na Wydziale
Chemii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu, gdzie obecnie jest zatrud-
niony na stanowisku adiunkta. Oprécz tego pracuje, od momentu jego zalozenia,
w Centrum Badan Biokrystalograficznych w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu, ktére bylo pierwszym laboratorium krystalografii bialek w Polsce. Jego
zainteresowania naukowe koncentrujg si¢ na metodycznych aspektach wysokoroz-
dzielczej krystalografii makromolekul, metodach procesowania i automatyczne;j
rejestracji synchrotronowych danych dyfrakcyjnych oraz strukturalnych badaniach
bialek i kwaséw nukleinowych o ekstremalnie wysokiej rozdzielczosci.



WYSOKOROZDZIELCZA KRYSTALOGRAFIA MAKROMOLEKUL 589

ABSTRACT

The recent developments and availability of modern third-generation syn-
chrotron radiation facilities have a huge impact on macromolecular X-ray crystal-
lography. In connection with a number of methodological improvements and new
crystallographic software ranging from data processing to refinement, a unique
opportunity has arisen to determine the macromolecular structures with unprece-
dented high resolution and quality, at a level traditionally reserved for small mole-
cules.

At this resolution, individual atoms are clearly resolved and fine details of the
structures become visible directly in the electron density maps.

The great importance of such structures is the possibility of having broader
insights into macromolecule function. At very high resolution, hydrogen atoms can
be seen in electron density maps and the detailed information about the protonation
states of catalytically important residues can be studied, what often is critical for full
understanding of enzymatic reactions.

Atomic resolution gives the opportunity for clear definition of multiple confor-
mations, although the proportion of disordered residues is higher at higher resolu-
tion, and the disorder is seen as distinct alternative conformations.

Water in macromolecular crystal plays an important role in macromolecule’s
function and stabilization. Ultrahigh resolution data allows to refine water molecu-
les with anisotropic displacement parameters and refine them with fractional occu-
pancies. In this situation analyzing the subtle hydrogen bond network, involving
precisely located water molecules, is possible.

Atomic resolution structures can be refined without or with only very weak
stereochemical restraints. Macromolecular models refined at ultrahigh resolutions,
for well ordered structures, can be used for validation and improvement of stereo-
chemical restraint libraries, commonly used during refinement of macromolecular
structures.

Keywords: macromolecular crystallography, atomic resolution structures, stereo-
chemical restraints, charge density

Stowa kluczowe: krystalografia makromolekul, struktury o rozdzielczo$ci atomo-
wej, wiezy stereochemiczne, gestos¢ tadunku
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WPROWADZENIE

W krystalografii matych czasteczek termin ,,rozdzielczo$¢” jest uzywany dosé
rzadko. Najczesciej zaklada sig, ze dane dyfrakcyjne zostaly zarejestrowane az do
maksymalnego kata 20 osiggalnego podczas pomiaru na dyfraktometrze z mie-
dziowa lampa rentgenowska, co odpowiada rozdzielczoéci ~0,8 A. Wiekszo$¢
krysztaléw makromolekut, takich jak bialka czy kwasy nukleinowe, nie pozwala na
uzyskanie tak dobrej dyfrakcji, gtéwnie z powodu znacznie wigkszych rozmiaréw
czasteczek i wysokiej zawartosci nieuporzadkowanego rozpuszczalnika. W czasie
ostatnich dwudziestu lat rozdzielczo$¢ i jakos¢ krystalograficznych struktur makro-
molekularnych ulegla znacznej poprawie, gléwnie z powodu réznych usprawnien
technicznych, poczawszy od lepszych technik ekspresji i krystalizacji, poprzez
zastosowanie wysokowydajnych synchrotronowych Zrédet promieniowania rentge-
nowskiego do pomiaréw dyfrakeji a konczac na znacznie ulepszonych metodach
i algorytmach zaimplementowanych w programach komputerowych.

Stworzone zostaly nowe mozliwosci okreslania struktur makroczasteczek z nie-
spotykang dotad wysoka rozdzielczo$cia i precyzja, ktora tradycyjnie zarezerwowana
jest dla krystalografii matych czasteczek. Takie struktury sg niezwykle warto$ciowe,
poniewaz moga sie przyczyni¢ do zrozumienia wielu subtelnych efektéw struktural-
nych i moga zaoferowa¢ nowe spojrzenie na chemie strukturalng makroczasteczek.

Rok 2014 jest szczegolny dla krystalograféw nie tylko z powodu ogloszonego
przez ONZ Migdzynarodowego Roku Krystalogratii. Rowniez w tym roku liczba
struktur zdeponowanych w bazie Protein Data Bank (PDB) [1] gromadzacej infor-
macje o strukturach makromolekut przekroczy 100 tysiecy.

Termin ,wysoka rozdzielczo$¢” w krystalografii makromolekul nie jest do
konca jednoznaczny a struktury, ktére jeszcze kilkanascie lat temu byly nazywane
wysokorozdzielczymi dzisiaj mozemy zaliczy¢ do $redniorozdzielczych. W pracy tej
okreslenie ,wysokorozdzielczy” uzywane jest w stosunku do rozdzielczoéci atomo-
wej, zdefiniowanej przez Sheldricka [2] jako rozdzielczos¢ lepsza niz 1,2 A. Przy
takiej rozdzielczo$ci mozliwe jest rozdzielenie poszczegolnych atoméw niewodo-
rowych na mapach gestosci elektronowej. Natomiast termin ,,rozdzielczo$¢ suba-
tomowa” odnosi si¢ do struktur, dla ktérych zarejestrowano dane o rozdzielczosci
0,8 A lub lepszej, pozwalajacej bada¢ znacznie bardziej subtelne efekty zwigzane np.
z lokalizacjg polozen atomdéw wodoru lub deformacjg rozktadu gestosci elektrono-
wej.

Wirdd struktur zdeponowanych w bazie PDB tylko okofo 2% moze by¢ zali-
czone do struktur o rozdzielczosci atomowej, mniej niz 0,6% do struktur o rozdziel-
czosci< 1,0 A i tylko ~0,05% (47 struktur) do struktur o rozdzielczosci subatomo-
wej (Rys. 1).
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Rysunek 1. Wzrost liczby struktur o rozdzielczosci atomowej (< 1,2 A) zdeponowanych w bazie PDB od roku
1990. W tym czasie obserwujemy eksponencjalny wzrost liczby takich struktur. Jagniejszym kolo-
rem zaznaczono roczne przyrosty liczby struktur o rozdzielczo$ci atomowe;j

Figure 1. Growth of the number of the structures with atomic resolution (< 1.2 A) deposited in the PDB
database since year 1990. Over that time the deposition rate has become exponential. The lighter
color represents yearly growth of number of atomic resolution structures

Planujac eksperyment majacy na celu otrzymanie modelu struktury krystalicz-
nej dowolnej czasteczki chemicznej zawsze dazymy do uzyskania wynikéw o naj-
wyzszej jakosci i precyzji. W przypadku struktur makromolekularnych precyzja ta
moze by¢ w znacznym stopniu ograniczona poprzez samg natur¢ makromolekut.
Cechg charakterystyczng biologicznych krysztaléw makromolekularnych jest duza
zawarto$¢ rozpuszczalnika (30-70%, gléwnie wody). Kazda czasteczka biatka lub
kwasu nukleinowego jest otoczona przez czasteczki wody co w znacznym stopniu
ogranicza mozliwosci bezposrednich kontaktéw pomiedzy poszczegélnymi makro-
molekutami i zwigksza labilnos¢ calej struktury oraz powoduje znacznie gorsza
jako$¢ i rozdzielczo$¢ obrazéw dyfrakcyjnych niz w przypadku struktur malych
czasteczek (ktdre z reguly nie zawierajg rozpuszczalnika).

1. KRYSTALIZACJA

Do rozpoczecia badania struktury biatka/kwasu nukleinowego metoda krysta-
lografii strukturalnej konieczne jest dysponowanie krysztalem pozwalajagcym uzy-
ska¢ zadowalajgce dane dyfrakcyjne o zadawalajacej jako$ci, a gdy celem jest uzy-
skanie struktury o wysokiej rozdzielczosci, wymagania co do jako$ci krysztatu oraz
danych s bardzo wysokie. Przeznaczone do krystalizacji biatko lub kwas nukle-
inowy uzyskane z materialu naturalnego, wytworzone za pomoca inzynierii gene-
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tycznej lub syntetycznie musi by¢ bardzo dobrze oczyszczone. W nastepnym kroku
nalezy znalez¢ odpowiednie warunki krystalizacyjne, poprzez zoptymalizowanie
bardzo wielu mozliwych parametréw, takich jak stezenie bialka, rodzaj i stezenie
odczynnika stracajgcego, rodzaj i pH buforu, temperatura, itd. [3] (w wigkszos$ci
przypadkow stosuje sie znane protokoly krystalizacji lub metode préb i bledow).
Obecnie, zamiast zmudnej recznej pracy w laboratorium biochemicznym, coraz
czesciej uzywa sie odpowiednio zaprogramowanych robotéw krystalizacyjnych,
ktdére s3 w stanie automatycznie przygotowaé duzg liczbe prob krystalizacyjnych
réznigcych sie wybranymi parametrami.

Krysztalami najlepiej nadajacymi sie do wysokorozdzielczych eksperymentow
sg krysztaly charakteryzujace si¢ duzym stopniem uporzadkowania, gestym upako-
waniem, co najczesciej si¢ zdarza w krysztatach z niewielkg zawarto$cia rozpusz-
czalnika (z reguly ponizej 40%) i o niewielkich rozmiarach komorki elementarne;j.
Bardzo dobrze rozpuszczalne, o zwartej budowie (np. zwigzanej z wystepowaniem
mostkow dwusiarczkowych) i monomeryczne czasteczki majg znacznie wigksze
tendencje do tworzenia uporzadkowanych struktur i formowania duzych interfej-
séw miedzyczasteczkowych. Przykladem moze by¢ krambina, dla ktérej krysztalow
zarejestrowano dyfrakcje o najwyzszej do tej pory rozdzielczosci 0,48 A [4].

Jednakze warunki pozwalajace na utworzenie wysoce uporzadkowanych struk-
tur nie sg tatwe do ustalenia. W przypadku struktury reduktazy aldozowej [5], kto-
rej krysztaly rozpraszaly do rozdzielczoéci 0,66 A, wigkszo$¢ wyzej wymienionych
warunkow nie jest spelniona — znacznie wigksza komoérka elementarna, brak most-
kow dwusiarczkowych, wieksza ilo$¢ rozpuszczalnika, brak szczegdlnie bliskich
kontaktow miedzyczasteczkowych.

Po uzyskaniu pierwszych krysztaléw dajacych dyfrakeje o dobrej rozdzielczosci
mozliwe jest poprawienie jakosci krysztalow poprzez optymalizacje warunkéw kry-
stalizacyjnych. Dobre rezultaty mozna otrzymaé poprzez zmiane takich czynnikow
jak objetos¢ kropli, temperatura, pH oraz uzycie zarodkéw krystalizacji lub ko-kry-
stalizacje z ligandami [5].

2. REJESTRACJA I PROCESOWANIE DANYCH DYFRAKCYJNYCH

Rejestracja obrazow dyfrakcyjnych, ktéra ma na celu pomiar intensywnosci
oraz polozenia poszczegdlnych refleksow, jest ostatnim eksperymentalnym etapem
w procesie wyznaczania struktury metodg rentgenografii strukturalnej. Dlatego
tez zawsze nalezy zaplanowa¢ ja i wykona¢ w sposéb bardzo precyzyjny. Jest to
szczegolnie istotne w przypadku, gdy chcemy uzyska¢ wysoka rozdzielczo$¢. Zde-
cydowana wigkszo$¢ pomiaréw dyfrakcyjnych krysztaléw makromolekularnych
wykonuje si¢ przy uzyciu promieniowania synchrotronowego udost¢pnianego na
dedykowanych stacjach pomiarowych w duzych o$rodkach synchrotronowych [6].
Aby zapobiec zbyt szybkiemu uszkodzeniu radiacyjnemu krysztalu, konieczne jest
monitorowanie calkowitej dawki promieniowania, ktéorym naswietlamy krysztal.
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Mozna to zrobi¢ np. z pomocg programu RADDOSE [7], ktdry stuzy do okreslenia
dawki promieniowania rentgenowskiego zaabsorbowanego przez krysztal w czasie
pomiaru. Przy wyborze wlasciwej strategii pomiaru bardzo pomocne moga by¢
réwniez dedykowane programy takie jak BEST [8] lub odpowiednie moduty pro-
graméw do procesowania danych dyfrakcyjnych takich jak HKL2000, MOSFLM
[9, 10], pomocne przy ustalaniu optymalnych zakreséw katowych i kata oscylacji
krysztalu uzytych podczas pomiaru. Bardzo istotnym elementem pomiaru wysoko-
rozdzielczego jest typ detektora zamontowanego na linii pomiarowej rejestrujacego
obrazy dyfrakcyjne. Dla detektoréw z 16-bitowym przetwornikiem z reguly nie jest
mozliwe jednoczesne zarejestrowanie bardzo silnych reflekséw niskorozdzielczych
i bardzo stabych reflekséw wysokorozdzielczych. Dlatego tez pomiar wykonuje sie
w kilku etapach (od 2-4) rejestrujac dyfrakcje w kilku zakresach rozdzielczosci,
zaczynajac od najnizej rozdzielczych (np. e -2,0; 2,4-1,0; 1,5-0,7 A [11]). Najnow-
sze typy detektorow (np. typu PILATUS [12], ktdre coraz czg¢$ciej montowane s na
synchrotronowych liniach pomiarowych) majg przetworniki 20-bitowe, co znacz-
nie zwigksza zakres rejestrowanych intensywnosci, i umozliwia wykonanie calego
pomiaru dyfrakcji wysokorozdzielczej w jednym przebiegu. Oprocz tego detektory
te moga pracowac w trybie cigglym, co oznacza, Ze w czasie potrzebnym do obrotu
krysztalu detektor jest w stanie zarejestrowac i zapisa¢ dane dyfrakcyjne. Najnowsze
modele moga zarejestrowa¢ od 25 nawet do kilkuset obrazéw dyfrakcyjnych w cza-
sie sekundy. Mozliwe jest to dzieki zastosowaniu bardzo szybkiej i wydajnej elek-
troniki oraz niezwykle intensywnej i o duzej jasnosci wigzki promieniowania rent-
genowskiego. Podczas pomiaru nalezy wybra¢ optymalny kat oscylacji krysztatu.
Uzycie kata oscylacji <1’ jest korzystniejsze w trakcie procesowania danych (metoda
Sfine slicing”, procesowanie 3D, [6, 13]), jednak pomimo istniejacych technicznych
mozliwos$ci kat ten nie powinien by¢ znacznie mniejszy niz mozaikowos¢ krysztatu.

Dane dyfrakcyjne o najwyzszej rozdzielczo$ci znajduja sie w obszarach wyso-
kich katéw rozpraszania i to wlasnie one pozwalajg na precyzyjne wyznaczenie
polozenia atoméw w strukturze. Jednak w tych zewnetrznych rejonach przestrzeni
dyfrakcyjnej intensywnos¢ dyfrakeji zanika bardzo szybko, zblizajac sie do poziomu
szumu pomiarowego i staje sie statystycznie nieznaczgca. Dlatego tez musimy
okresli¢ granice rozdzielczosci, powyzej ktorej dodatkowe eksperymentalne dane
dyfrakcyjne nie bedg wnosily zadnej znaczacej informacji.

Niestety precyzyjne okreslenie tej granicy jest w praktyce bardzo trudne i nie
zawsze zupelnie jednoznaczne [14]. Jednym z powszechnie stosowanych kryteriow
w krystalografii makromolekul okreslajacych jakos¢ danych jest parametr obrazu-
jacy $redni stosunek sygnalu do poziomu szumu <I/o(I)> obliczany dla poszczegdl-
nych zakreséw rozdzielczosci [15]. Zaklada sig¢, ze warto$¢ <I/o(I)>, w najwyzszym
zakresie rozdzielczo$ci, powinna wynosi¢ co najmniej 2,0. W praktyce oznacza to,
ze w ostatnim przedziale rozdzielczosci, gdzie znajdujg si¢ najslabsze, a zarazem
najwazniejsze refleksy z punktu widzenia precyzji struktury, statystycznie okoto
polowa zmierzonych intensywnosci bedzie spetnia¢ warunek I > 20(I). Dla wigk-
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szoci strukturalnych badan makromolekut powyzsze kryterium wraz z kompletno-
Scig i parametrem R, okreSlajgcym wewnetrzng sp6jnos¢ danych dyfrakeyjnych
stanowia podstawe do ustalenia jakosci danych dyfrakcyjnych.

Wraz ze wzrostem rozdzielczosci nowych struktur takie podejscie jest ostat-
nio coraz czesciej uznawane za zbyt rygorystyczne, szczegolnie w odniesieniu do
struktur o najwyzej rozdzielczosci. Nalezy pamietad, ze liczba danych dyfrakcyjnych
(refleksow) jest proporcjonalna do trzeciej potegi rozdzielczosci, co oznacza, ze przy
rozdzielczosci wynoszacej 1,0 A liczba reflekséw jest osmiokrotnie wieksza niz dla
rozdzielczodci 2,0 A.

Dla takich struktur znaczna czes¢ zarejestrowanych refleksow to refleksy wyso-
korozdzielcze o zmniejszajacej sie intensywnosci i obarczone zwigkszajacym sie
bledem. Jednak kazdy refleks powinien by¢ traktowany jako bardzo cenny, gdyz
wnosi dodatkowg informacje o strukturze i zbyt rygorystyczne kryterium odrzuca-
nia danych eksperymentalnych moze by¢ powodem zanizenia rozdzielczosci oraz,
jak wykazali Karplus i Diederichs [15], ostateczny model struktury nie bedzie tak
dobry jak mégltby by¢ przy bardziej efektywnym wykorzystaniu informacji pocho-
dzacej z eksperymentu. Pomimo powszechnego stosowania, wskaznik R . oparty
na wewnetrznej spojnosci danych, nie jest najlepszym kryterium w takich przypad-
kach. Poniewaz blad wzgledny pomiaru intensywnosci ro$nie wraz z rozdzielczo-
Scig, parametr R bedzie dazyt do nieskonczonosci. Dlatego tez kryterium okre-
Slania ,,rzeczywistej rozdzielczodci” na podstawie wartosci R . (lub pochodnych
parametréw jak R, Tub R ; [16]) nie jest zawsze najlepszym rozwigzaniem, moze
jednak by¢ bardzo uzyteczne przy pordwnywaniu roéznych zestawow danych. Lepsza
i bardziej wiarygodng miarg wewnetrznej spéjnosci danych dyfrakcyjnych wydaje
si¢ zaproponowany przez tych samych autoréw [15] wspétczynnik korelacji CC,,
pomiedzy dwoma zestawami danych powstalymi poprzez losowy podzial danych
na dwie potowy. Najmniejsza akceptowalna wartos$¢ tego wspotczynnika moze by¢
rzedu 0,1-0,2 co odpowiada korelacji CC_ ~0,5 pomiedzy rzeczywistym zesta-
wem danych a idealnym zestawem wolnym od btedéw. Oszacowanie tej wartosci,
oznaczone jako CC*, jest wyznaczane przez wigkszos¢ nowych wersji programéw
do procesowania danych dyfrakcyjnych [9, 17]. Procesowanie ,,surowych” danych
dyfrakcyjnych nalezy przeprowadzi¢ szczegélnie starannie, zwracajac uwage na ska-
lowanie poszczegdlnych podzbioréw danych, jako$¢ i precyzje w poszczegdlnych
zakresach rozdzielczo$ci, wybierajac najlepsze zakresy pozwalajace uzyskaé¢ kom-
pletny zestaw danych [6].

3. ROZWIAZYWANIE STRUKTUR WYSOKOROZDZIELCZYCH

Wynikiem pomiaru dyfrakeji promieni rentgenowskich na krysztale i proceso-
wania danych sg intensywnosci poszczegoélnych reflekséw wraz z ich wskaznikami
hkl, co niestety nie jest wystarczajace do rozwiazania struktury krysztatu ze wzgledu
na niedostepnos¢ faz tych reflekséw. Jest to tzw. problem fazowy, ktéry musi by¢
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rozwigzany w celu uzyskania modelu struktury. We wspolczesnej krystalografii
makromolekutl gtéwnymi metodami rozwiklania problemu fazowego sa podsta-
wienie czasteczkowe [18] (ang. Molecular Replacement) oraz metoda polegajaca na
wprowadzeniu do struktury atoméw o specjalnych wiasciwosciach dyfrakcyjnych.
W uproszczeniu, podstawienie czasteczkowe polega na uzyciu, jako przyblizonego
modelu, makroczasteczki o podobnej strukturze do badanej, np. jej mutanta lub
homologu, oraz poréwnania dyfrakcji obserwowanej eksperymentalnie z teore-
tycznie obliczong [19]. Druga metoda polega na wprowadzeniu do krysztalu (np.
poprzez nasgczanie, lub modyfikacje niektdrych aminokwaséw), bez zaburzenia
jego pozostalej struktury, atomu o duzej liczbie elektrondéw dajacego silng dyfrakeje
lub takiego, dla ktérego mozna zarejestrowaé dyfrakcje anomalng i na tej podsta-
wie wyznaczy¢ wstepne fazy. Obecnie najczesciej uzywanym wariantem tej metody
jest SAD (ang. Single-wavelength Anomalous Diffraction), w ktérej dokonuje si¢
bardzo precyzyjnych pomiardéw dyfrakcji anomalnej tylko przy jednej dlugosci fali,
przy zastosowaniu promieniowania synchrotronowego z mozliwoscig dostrojenia
dtugosci fali do wybranej krawedzi absorpcji, co nie jest mozliwe przy klasycznych
zrédiach promieniowania rentgenowskiego.

Gdy rozdzielczo$¢ i jakos¢ danych dyfrakcyjnych jest wysoka, mozliwe jest row-
niez wykorzystanie stabych sygnatéw anomalnych pochodzacych np. od atomoéw
siarki [20, 21] lub fosforu [22], ktére sa typowymi pierwiastkami wystepujacymi w
strukturach bialek i kwaséw nukleinowych.

3.1. METODY BEZPOSREDNIE

Dysponujac danymi o rozdzielczosci atomowej mozliwe jest réwniez rozwia-
zanie problemu fazowego za pomocg tzw. metod bezposrednich, ktdre sg rutynowo
stosowane w krystalografii malych czasteczek zawierajacych nie wigcej niz 100
atomow niewodorowych. Metody te uzywajg zaawansowanej teorii prawdopo-
dobienstwa i nie wymagajg zadnych innych informacji oprocz danych o symetrii
i sktadzie chemicznym oraz zestawu eksperymentalnie zmierzonych intensywnosci,
ktore i tak s3 niezbedne podczas udokladniania struktury. Korzystajac z faktu, ze
dane dyfrakcyjne o atomowej rozdzielczosci zawieraja znacznie wigcej zmierzonych
intensywnosci niz wynosi liczba parametréw koniecznych do opisania modelu ato-
mowego i zalozenia, Ze atomy sg dobrze rozdzielone, mozliwe jest oszacowanie faz
reflekséw bezposrednio z intensywno$ci zmierzonych reflekséw [23].

Ostatnio czesto do metod bezposrednich zaliczane sg tez metody ab initio, ktére
do rozwigzania problemu fazowego wykorzystuja tylko natywne dane dyfrakcyjne
bez uzywania informacji o wstepnych fazach uzyskanych na bazie pochodnych izo-
morficznych lub rozpraszania anomalnego. Jedng z metod ab initio w czystej formie
jest metoda ,,odwracania tadunku” (ang. charge-flipping) [24], ktéra odrdznia si¢
od klasycznych metod bezposrednich tym, ze nie jest oparta na probabilistycznych
zalezno$ciach faz i do rozwigzania struktury nie wymaga zadnych innych infor-
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macji oprocz danych zawierajacych intensywnosci i wskazniki hkl refleksow. Algo-
rytm odwracania tadunku nalezy do grupy iteracyjnych algorytméw operujacych
zaréwno na przestrzeni odwrotnej jak i na rzeczywistej (ang. dual-space algorithms),
polegajacych na iteracyjnym przemiennym udokfadnianiu prébnych faz w prze-
strzeni odwrotnej oraz modyfikacji map gestosci elektronowej w sieci rzeczywistej
z wiezami poprawiajacymi fazy. Do grupy tej nalezg réwniez takie programy jak:
Shake-and-Bake [25], ShelxD [26], SIR2004 [27].

4. BUDOWANIE MODELU

Ostatecznym wynikiem rentgenowskiej analizy strukturalnej jest mapa gestosci
elektronowej. Wstepne mapy, obliczone na podstawie faz wyznaczonych na etapie
rozwigzania struktury i intensywnosci otrzymanych z eksperymentu (a co za tym
idzie, proporcjonalnych do nich amplitud czynnikéw struktury), sg z reguly niedo-
ktadne, lecz umozliwiajg zbudowanie wstepnego modelu struktury.

Taki model, czesto niekompletny, musi by¢ uzupelniony poprzez dodanie
wszystkich brakujacych fragmentéw. Budowanie kompletnego modelu mozliwe
jest, przy prawidlowo okreslonych wstepnych fazach, poprzez interpretacje map
gestosci elektronowej, gldwnie map réznicowych. W przypadku niewielkich struk-
tur, jakie spotyka sie w krystalografii matych czasteczek, budowanie kompletnego
modelu mozliwe jest poprzez analize listy najwyzszych pikow, ktéra generowana jest
poprzez automatyczng interpretacje mapy gestosci elektronowej. W krystalografii
makromolekularnej, z powodu wielkosci badanych obiektéw i z reguly nie najlep-
szej rozdzielczosci, analiza w pelni automatyczna nie jest mozliwa nawet dla map
wysokorozdzielczych. Czesto stosuje si¢ zaawansowane programy komputerowe
takie jak Buccaneer [28], ArpWarp [29], Phenix.Autobuild [30], wspomagajace
budowanie i sprawdzanie poprawnosci modelu oraz jego wstepne dopasowanie do
mapy gestosci elektronowej. Wyniki takich interpretacji zawsze wymagaja spraw-
dzenia za pomocg programoéw wykorzystujacych grafike komputerows (takich jak
Coot [31]), umozliwiajacych korekte niektorych fragmentéw modelu. W przypadku
struktur wysokorozdzielczych, mapy gestosci elektronowej sa bardzo wysokiej
jakosci, pozwalajacej rozrézni¢ poszczegolne pojedyncze maksima reprezentujace
atomy (Rys. 2).
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Rysunek 2.  Fragment mapy gestosci elektronowej struktury dupleksu heksameru Z-DNA d(CGCGCG)
o wyjatkowo wysokiej rozdzielczosci [38]. Widoczna para zasad Cyt3-GualO z odpowiadajaca
mapa 2F, - F_,_przy konturze na poziomie 1,50, rozdzielczos¢ 0,53 A.

Figure 2. Fragment of electron density map of extremely high resolution structure of Z-DNA hexamer
duplex d(CGCGCGQG) [38]. Cyt3-Gual0 base pair with the corresponding 2F, - F_, map at 1.50
contour level, resolution 0.53 A

Taka sytuacja znacznie utatwia prawidlowa interpretacje mapy i czgsto mozliwe
jest zbudowanie wstepnego modelu manualnie z uzyciem programéw do graficz-
nej wizualizacji map gestosci elektronowej [31]. Jest to mozliwe réwniez dlatego, iz
masa czasteczkowa poznanych do tej pory makromolekut, dla ktérych okreslono
struktury z najwyzsza rozdzielczo$cig, jest raczej niewielka. Dla wigkszosci struk-
tur makromolekut o rozdzielczosci ponizej 1,0 A masa czasteczkowa jest mniejsza
od 20 kD ($rednia masa czasteczkowa struktur zdeponowanych w ostatnich latach
w bazie PDB zbliza sie¢ do 100 kD).

5. UDOKEADNIANIE

Jednym z ostatnich krokdw w procesie majacym na celu otrzymanie struktury
rentgenograficznej makroczasteczki jest udokladnienie modelu, prowadzone w celu
maksymalizacji zgodnosci modelu z danymi eksperymentalnymi. W trakcie udo-
ktadniania optymalizowane s takie parametry jak wspolrzedne atomoéw, parametry
przemieszczenia atomowego (ang. Atomic Displacement Parameter, ADP), czynniki
obsadzenia i inne parametry opisujace bezposrednio model.

Celem udokladniania jest znalezienie takiego zestawu parametréw modelu,
dla ktérego obliczone na ich podstawie czynnikow struktury |F_ | beda najbardziej
zblizone do amplitud zmierzonych eksperymentalnie |F, |. Ogélnie mozna powie-
dzie¢, ze udokladnianie struktur makromolekut (jak réwniez mniejszych struktur
rentgenograficznych) jest optymalizacja funkeji zbioru obserwacji poprzez zmiane
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parametréw modelu. W praktyce wykorzystywane sa dwie funkcje: pierwsza oparta
na zasadzie najmniejszych kwadratow (ang. least squares, LSQ), druga na najwigk-
szej wiarygodno$ci (ang. maximum likelihood, ML). W metodzie najmniejszych
kwadratéw obserwacje maja ustalone wartoéci a parametry modelu zmieniane sg
tak, Ze obliczane na ich podstawie warto$ci zblizajg sie w trakcie udokladniania do
obserwacji tak blisko jak jest to mozliwe. Natomiast gléwna idea metody najwigk-
szej wiarygodnosci jest znalezienie takiego modelu, ktory bedzie najbardziej zgodny
z obserwacjami. Zgodnos$¢ ta mierzona jest statystycznie i jesli zmiana dokonana
w modelu czyni obserwacje bardziej prawdopodobng to wiarygodno$¢ (ang. like-
lihood) rosnie, wskazujac, ze model jest lepszy. Metoda najwickszej wiarygodnosci
jest znacznie trudniejsza z punktu widzenia implementacji w programach kompu-
terowych niz metoda najmniejszych kwadratéw i autorzy programéw muszg uzyé
wielu wstepnych zalozen pozwalajacych zakonczy¢ obliczenia w rozsagdnym czasie.

Wigkszo$¢ obecnie uzywanych programéw do udokfadniania struktur makro-
czasteczek (np. REFMAC [32], Phenix.refine [33]) oparta jest na metodzie ML,
gléwnie dlatego, ze metoda ta daje znacznie lepsze wyniki dla struktur, w kto-
rych wstepny model jest niekompletny, a fazy uzyte do udokladniania nie sg zbyt
dokladne. Sytuacja taka jest typowa w badaniach strukturalnych makromolekul,
szczegolnie tych bardzo duzych, dla ktérych jakos¢ danych i rozdzielczo$¢ jest niska.
Programy te moga by¢ rdwniez z powodzeniem stosowane do udoktadniania struk-
tur wysokorozdzielczych, lecz nalezy je stosowad z ostrozno$cig, zwracajgc szcze-
g6lng uwage na domyslne ustawienia parametréw udokladniania.

Warto zwroci¢ uwage, ze metoda najmniejszych kwadratow jest w zasadzie
szczegolnym przypadkiem bardziej ogdlnej metody najwigkszej wiarygodnosci.
W przypadku, gdy rozklad btedéw obserwacji jest zgodny z rozkladem Gaussa
mozna wykazaé, ze metoda najwigkszej wiarygodnosci daje bardzo podobne rezul-
taty jak metoda najmniejszych kwadratow.

Poniewaz wstepny model struktur o rozdzielczosci atomowej uzyskany
w wyniku rozwigzania problemu fazowego z reguly jest kompletny, a co za tym idzie
wstepne fazy sa do$¢ precyzyjne, mozliwe jest udokladnianie takiej struktury przy
pomocy znacznie prostszego w implementacji algorytmu opartego na LSQ. Wéréd
programow wykorzystujacych te metode jednym z najbardziej popularnych progra-
moéw,szczegolnie w krystalografii matych czasteczek, jest SHELXL [34]. Pod koniec
lat 90-tych program ten zostal dostosowany do udokltadniania struktur biatkowych
i obecnie jest dominujagcym programem uzywanym do udokladniania struktur
makromolekularnych o rozdzielczosci < 1,0 A.

Jedna z najbardziej wyrdzniajacych cech programu SHELXL jest uzycie kon-
wencjonalnej metody obliczania czynnikéw struktury, ktdra jest bardziej precy-
zyjna niz metoda FFT (ang. Fast Fourier Transform). Taki sposob obliczen poprawia
zbieznos¢ udokladniania, lecz program dziata relatywnie wolniej. W ostatniej wer-
sji programu zostalo to w pewnym stopniu zrekompensowane poprzez efektywne
uzycie procesoréw wielordzeniowych, powszechnie dostepnych we wspotczesnych
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komputerach. Sposréd innych zalet programu nalezy wymieni¢ uzywanie podczas
udokladniania kwadratow czynnikéw struktury (F°,,, proporcjonalnych do inten-
sywnosci) zamiast ich amplitud |F, | oraz mozliwoé¢ oszacowania niepewnosci
standardowych dla kazdego parametru modelu poprzez inwersje macierzy naj-
mniejszych kwadratéw. Oprdcz tego program oferuje bardzo elastyczny i wygodny
sposob traktowania nieuporzadkowania w strukturze.

W celu potwierdzenia poprawnosci nowych parametréow wprowadzanych do
udokladniania powszechnie stosuje si¢ kryterium R, , polegajace na monitorowaniu
warto$ci wskaznika rozbieznodci R, wyliczonego na podstawie modelu i losowo
wybranego podzbioru okolo tysiaca refleksow, ktore nigdy nie byty uzywane w udo-
ktadnianiu modelu. Jesli zmiana dokonana w modelu byta poprawna i zgodna z
danymi eksperymentalnymi to warto$ci czynnikéw R i R,  powinny sie¢ obnizyc.
Nalezy jednak pamigta¢, ze réznica pomigdzy wartosciami Ri R, nie powinna by¢
wigksza niz 5-7%, gdyz w takim przypadku moze to wskazywac na nadinterpreta-
cje lub inne powazne defekty modelu. Przyktadem moze by¢ dodanie do struktury
zbyt wielu czasteczek wody, w polozeniach niejednoznacznie potwierdzonych na
mapie gestosci elektronowej, co spowoduje obnizenie warto$ci wskaznika R, lecz nie
R, Kazda prawidlowa zmiana modelu skutkuje poprawg faz i na mapie gestosci
elektronowej czesto ujawniajg sie nowe szczegoly modelu. Dlatego tez, jak napisal
Sheldrick [34], udoktadniania wysokorozdzielczej struktury makromolekularnej
nie mozna nigdy zakonczy¢, mozna je jedynie w pewnym momencie przerwac.

Przy rozdzielczo$ciach rzedu 1,4 A i wyzszych w pelni uzasadnione jest
wprowadzenie do udokladniania modelu z anizotropowymi atomowymi czynni-
kami temperaturowymi. Skutkuje to znaczacym poprawieniem zgodnosci modelu
z danymi eksperymentalnymi, co wyraza si¢ obnizeniem wskaznikéw rozbieznosci
RiR_ 02-3% aprzy rozdzielczosciach rzedu 1,0 A nawet o 5-6% [35].

free

5.1. MODELOWANIE OBSZARU ROZPUSZCZALNIKA

Jak juz wspomniano, znaczgcg cze$¢ krysztalu makromolekularnego zajmuje
nieuporzadkowany rozpuszczalnik i w wigkszosci sa to czasteczki wody. Dla krysz-
talow bialkowych $rednia zawarto$¢ rozpuszczalnika wynosi ~50%, natomiast dla
kwaséw nukleinowych ~47% [36]. Zbudowanie precyzyjnego modelu tych fragmen-
tow krysztalu do tej pory jest duzym problem krystalografii makromolekularne;.
Wplyw nieuporzadkowanego rozpuszczalnika na czynniki struktury jest znacznie
wigkszy w przypadku struktur o niskiej rozdzielczosci, jednak réwniez przy wyso-
kich rozdzielczo$ciach nie mozna go poming¢. Uporzadkowane czasteczki wody
sg integralnym skfadnikiem krysztaldéw makromolekut biologicznych i odgrywaja
kluczowa role stabilizujgca struktury wyzszych rzedéw, tworzone przez biatka lub
kwasy nukleinowe.

W zdecydowanej wiekszosci modeli struktur makromolekul otrzymanych za
pomoca dyfrakcji rentgenowskiej(o rozdzielczosci lepszej niz 2,7 A), na podstawie
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interpretacji map gestosci elektronowej, mozliwe jest zlokalizowanie pojedynczych
czasteczek rozpuszczalnika (gléwnie wody). Niestety w wiekszosci przypadkow
mozliwe jest to tylko dla niektorych czasteczek wody (10-20%), takich, ktore biorg
udzial w oddzialywaniach (gtéwnie poprzez wigzania wodorowe) z makrocza-
steczka lub innym zwigzanym elementem struktury. Dzieje si¢ tak dlatego, ze kry-
stalogratia rentgenowska pozwala zaobserwowac tylko obiekty, ktére powtarzajg sie
w periodyczny sposdb w calej objetosci krysztatu. Pozostata czg$¢ rozpuszczalnika
znajduje si¢ w nieuporzadkowanych obszarach krysztalu, dla ktérych interpreta-
cja mapy gestosci elektronowej nie jest mozliwa. Ilo§¢ obserwowanych czasteczek
wody zalezy réwniez od rozdzielczoéci danych dyfrakcyjnych. W strukturach bia-
tek w prosty sposéb mozna oszacowac ile obserwowanych czasteczek wody moze
znajdowac sie strukturze: wystarczy pomnozy¢ liczbe aminokwaséw przez liczbe
3-d, gdzie d jest rozdzielczo$cia [37]. Latwo mozna zauwazy¢, ze np. dla rozdziel-
czosci ~3,0 A praktycznie nie bedziemy w stanie zidentyfikowa¢ czasteczek wody na
mapie gestosci elektronowej (rozdzielczos¢ jest porownywalna z odlegtoscia donor-
-akceptor w wigzaniu wodorowym). Jednak w przypadku, gdy dysponujemy danymi
wysokorozdzielczymi np. ~1,0 A, liczba mozliwych do zaobserwowania czgsteczek
wody bedzie okoto dwukrotnie wigksza niz liczba aminokwaséw w badanym biatku.
W niektdérych uporzadkowanych strukturach krystalicznych kwaséw nukleinowych
o rozdzielczosci subatomowej mozliwa jest lokalizacja prawie wszystkich czaste-
czek wody zawartych w krysztale. W takim przypadku modelowanie rozpraszania
pochodzacego od nieuporzagdkowanego rozpuszczalnika nie prowadzi do znaczacej
poprawy modelu struktury [38, 39]. W strukturach krystalicznych o rozdzielczosci
atomowej lub subatomowej duza ilo$¢ szczeg6low mozliwych do zinterpretowania
na mapie gestosci elektronowej ma decydujacy wplyw na wiarygodnos¢ modelu ato-
mowego i zalezy od ilo$ci danych pomiarowych, czyli od ich rozdzielczosci.

5.2. ALTERNATYWNE KONFORMACJE

Metoda dyfrakeji pozwala obserwowaé obiekty, ktére w periodyczny sposdb
powtarzaja si¢ w badanym krysztale. Czgsto jednak niektore czasteczki, lub ich
fragmenty, wystepuja w krysztale w kilku roznych konformacjach co moze pro-
wadzi¢ do nieporzadku w krysztale. W wyniku tego mapa gestosci elektronowej w
takich miejscach jest mniej wyrazna i obarczona wigkszym btedem. W strukturach
o niskiej rozdzielczosci w takim miejscu nieuporzagdkowania wprowadza sie do
modelu pojedynczg czgsteczke z wyzszymi czynnikami temperaturowymi w uéred-
nionym polozeniu. Jednak w miare zwiekszajacej si¢ rozdzielczos$ci mozliwe jest
rozszyfrowanie takiego nieporzadku i wprowadzenie do modelu dwoch lub czasami
nawet wigkszej liczby alternatywnych konformacji, ktdre sa dobrze widoczne na
mapie gestosci elektronowej (szczegolnie przy bardzo wysokich rozdzielczosciach).
Ujawnienie wielokrotnych konformacji i precyzyjne okrelenie ich czastkowych
obsadzen jest szczegdlnie wazne w okolicach miejsc aktywnych enzymoéw, ponie-
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waz niektore z tych konformacji moga by¢ $cisle powiazane z funkejg i aktywnoscia
biatka [40-42]. Srednia liczba reszt aminokwasowych, ktére zostaty wprowadzone
do modelu w wielokrotnych konformacjach (w wigkszo$ci podwdjnych) w struktu-
rach wysokorozdzielczych jest rzedu 20%, lecz niektére interpretacje mapy gestosci
elektronowej pozwolily wyznaczy¢ znacznie wiecej alternatywnych konformacji
(np. 40% w krambinie [43], 25% w reduktazie aldozowej i synteninie [5, 44]).

5.3. ATOMY WODORU I WIAZANIA WODOROWE

Powszechnie uwaza si¢, ze za pomoca dyfrakcji promieni rentgenowskich na
krysztalach makromolekularnych niemozliwa jest identyfikacja atoméw wodoru,
poniewaz pochodzacy od nich sygnal jest zbyt staby w poréwnaniu z duzym pozio-
mem szumu pochodzgcego np. od nieuporzagdkowanej czesci rozpuszczalnika.

W trakcie rejestrowania dyfrakeji promieniowanie rentgenowskie rozpraszane
jest przez elektrony skupione woké! poszczegolnych atomoéw a intensywno$¢ roz-
praszania zalezy bezpo$rednio od ilo$ci elektronéw. Dlatego tez nawet w struktu-
rach malych czasteczek, gestos¢ elektronowa dla elektrondéw obserwowana jest tylko
w dobrze uporzgdkowanych fragmentach struktury. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze liczba
atomow wodoru w makromolekulach jest znaczaca, w biatkach atomy te stanowia
okoto 50% a w kwasach nukleinowych okolo 35% wszystkich atoméw i odgrywaja
one kluczows role w mechanizmach reakeji enzymatycznych.

Wigkszo$¢ struktur makromolekul nie ma wystarczajacej rozdzielczosci aby
okresli¢ polozenie atoméw wodoru, jednak fakt, ze ich wktad do calkowitej mocy
rozpraszania moze by¢ rzedu nawet 10%, nie pozwala na catkowite ich zignorowa-
nie. Poniewaz stosunkowo tatwo mozna przewidzie¢ teoretyczng lokalizacje ato-
moéw wodoru, w przypadku struktur $rednio- i niskorozdzielczych atomy te doda-
wane s3 do modelu w procesie udokltadniania jako jego uzupelnienie, jednak nie sa
deponowane w bazie danych PDB. Polozenia atoméw wodoru nie sg udokladnia-
nie a ich wspoélrzedne sg wyliczane na podstawie potozenia atomu gltéwnego (ang.
riding model), co nie powoduje zwigkszenia liczby udokladnianych parametréw.
Taki sposob postepowania poprawia zgodno$¢ obliczonych czynnikéw struktury
F_,. z danymi eksperymentalnymi co wyraza si¢ lepszym parametrem zgodnosci R.
Niestety polozenia niektérych atoméw wodoru bardzo trudno przewidzie¢ teore-
tycznie [np. atomy H w protonowanej grupie aminowej (NH,"), grupie metylowej
(CH,) lub grupie hydroksylowej OH] i atomy takie zawsze powinny by¢ traktowane
indywidualnie, a ich lokalizacja ustalona jest przewaznie na podstawie analizy sieci
wigzan wodorowych oraz, jesli rozdzielczo$¢ na to pozwala, mapy gestosci elektro-
nowej (Rys. 3).
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Rysunek 3. Fragment mapy gestosci elektronowej struktury dupleksu heksameru Z-DNA d(CGCGCG)
o wyjatkowo wysokiej rozdzielczosci [38]. Widoczna mapa réznicowa F, - F_, z wyraznymi pi-
kami odpowiadajacymi atomom wodoru oraz deformacyjna gesto$¢ na $rodku wigzan pocho-
dzaca od elektronéw wigzacych. Kontur mapy (z pominietymi atomami H) na poziomie 2,50,
rozdzielczos¢ 0,53 A

Figure 3. Fragment of electron density map of extremely high resolution structure of Z-DNA hexamer
duplex d(CGCGCGQG) [38]. Difference map F,, - F_,_with clearly visible peaks corresponding to
hydrogen atoms and deformation density in the middle of bonds from lone pair electrons. Map
(with omitted H atoms) was contoured at level of 2.50, resolution 0.53 A

W przypadku struktur wysokorozdzielczych ilo$¢ szczegélow mozliwych do
zaobserwowania na mapach gestoéci elektronowej wzrasta wraz z rozdzielczo$cia.
Dla rozdzielczosci atomowych mozna zlokalizowaé niektore atomy wodoru, a dla
bardzo wysokiej rozdzielczosci ~1,0 A (poréwnywalnej z typowa dtugoscia wigza-
nia kowalencyjnego X-H), lub lepszej, mozliwe jest zaobserwowanie dla wigkszosci
atomow wodoru odpowiadajgcych im pikéw na mapie gestosci elektronowej [38,
39]. Poniewaz stosunek liczby obserwacji do liczby udoktadnianych parametrow
przy takich rozdzielczosciach jest wystarczajaco duzy, mozliwe jest udokladnianie
polozen niektérych atoméw wodoru, szczegélnie tych, ktorych nie mozna jedno-
znacznie wyznaczy¢ geometrycznie. Przy najwyzszych rozdzielczoéciach osiggal-
nych dla makromolekul, ktére s3 rzedu 0,5 A, mozliwe jest nawet wlaczenie do
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udoklaniania wszystkich atomdéw wodoru, jednak jak wykazal test przeprowadzony
dla struktury Z-DNA o rozdzielczosci 0,53 A, poprawa zgodnosci modelu z danymi
eksperymentalnymi byta nieznaczaca (parametr R obnizy! si¢ o kilka setnych pro-
centa). Wobec tego, nawet przy najwyzszych rozdzielczo$ciach polozenia wigkszo-
$ci atoméw wodoru wlaczanych do modelu moga by¢ wyznaczone teoretycznie, a
jedynie w niejednoznacznych przypadkach mozna zastosowaé petne udoktadnianie
parametréw atomow wodoru z izotropowymi czynnikami ADP (ta grupa atomoéw
wodoru zwykle ma kluczowe znaczenie dla struktury i funkeji makroczasteczki).

Powyzsze rozwazania nie dotycza z reguly atoméw wodoru w czasteczkach
wody, ktora jest gtownym skladnikiem rozpuszczalnika. Poniewaz bardzo trudno
przewidzie¢ polozenie atoméw wodoru w czasteczce wody, atomy te dodawane sa
do modelu jedynie wtedy, gdy sa wyraznie widoczne na mapie gestosci elektrono-
wej, a ich polozenie mozna potwierdzi¢ udzialem w wigzaniach wodorowych.

5.4. STANDARDOWE PARAMETRY STEREOCHEMICZNE

W krystalografii makromolekul rozdzielczos¢ mierzonych danych dyfrakeyj-
nych nie jest wysoka, szczegélnie dla duzych bialek lub komplekséw i nierzadko
liczba zarejestrowanych reflekséw jest poréwnywalna lub niewiele wigksza od liczby
parametrow opisujacych strukture. Aby zwigkszy¢ liczbe obserwacji przypadajaca
na jeden parametr korzysta si¢ z informacji stereochemicznych o poszczegdlnych
znanych elementach struktury, takich jak aminokwasy w biatkach czy nukleotydy
w kwasach nukleinowych [45, 46], traktujac je jako dodatkowe obserwacje.

Znane warto$ci poszczegdlnych dlugosci wigzan, katéw walencyjnych i nie-
ktérych innych parametréw (np. planarnos¢ pierscieni aromatycznych, chiralno$¢
niektérych atomoéw), dostarczajg uzytecznych wigzéw stosowanych w procesie
udokladniania [46]. W przypadku, gdy dostepne sg dane o wysokiej rozdzielczosci,
sytuacja zmienia si¢ diametralnie. Liczba eksperymentalnych danych dyfrakcyj-
nych szybko zwieksza si¢ wraz ze wzrostem rozdzielczosci, co powoduje znaczng
poprawe stosunku liczby reflekséw przypadajacych na jeden parametr opisujgcy
model. W takiej sytuacji mozliwe jest udoktadnianie bez uzycia dodatkowych wie-
z6w lub z wiezami bardzo rozluznionymi.

Mimo nieustajacych dyskusji [47], wigkszos¢ struktur makroczasteczek do tej
pory jest udoktadniania z wiezami opracowanymi na poczatku lat 90. w oparciu
o struktury maloczasteczkowe [46]. Statystyczna analiza parametréw geometrycz-
nych struktur wysokorozdzielczych powinna mie¢ olbrzymie znaczenie dla stworze-
nia biblioteki bardziej precyzyjnych wiezéw, ktére beda odzwierciedlaly specyfike
makroczasteczek. Takie wiezy mogg by¢ pozniej wykorzystywane do udokfadniania
struktur o niskiej lub $redniej rozdzielczosci. Analiza danych geometrycznych [48]
wykazala znaczace réznice pomiedzy obserwowanymi dlugo$ciami wigzan i katow
pojedynczych aminokwaséw a wartosciami znajdujgcymi sie¢ w najczesciej uzywa-
nej bibliotece [46]. Przyklady odstepstw od planarnosci wigzania peptydowego,
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idealnych dlugos$ci wigzania C-N i warto$ci katéw N-Ca-C mozna znalez¢ w wielu
pracach, w ktérych analizowane sg parametry geometryczne struktur wysokoroz-
dzielczych [49-51]. Analiza wybranych parametréw lancucha gtéwnego w uporzad-
kowanych fragmentach struktur wysokorozdzielczych wykazala, ze niektére z obec-
nie uzywanych wiezéw geometrycznych powinny by¢ uaktualnione lub stosowane
z wigksza tolerancja. Szczegdlnie dotyczy to struktur o najwyzszej rozdzielczosci,
gdzie dominujacym czlonem powinny by¢ dane dyfrakcyjne i w uporzagdkowanych
obszarach struktury powinny by¢ akceptowane wigksze odchylenia od idealnej geo-
metrii. W pracy [47], ktéra wywolala szeroka dyskusje [52-54], sugerowane jest
wprowadzenie do programéw stuzacych do udoktadniania zmiennych wag wiezow,
ktore zalezne bylyby od czynnikéw obsadzenia i temperaturowych poszczegolnych
atoméw. Podobna metoda usprawnienia udokladniania struktur wysokorozdziel-
czych, polegajaca na zastosowaniu biblioteki parametréow geometrycznych CDL
(ang. Conformation-Dependent backbone-geometry Library) zaleznych od konfor-
macji, zostala zaproponowana przez Tronrunda i Karplusa [55].

6. ROZKEAD GESTOSCI LADUNKU I UDOKEADNIANIE MULTIPOLOWE

Przy rozdzielczoéciach ~0,7 A lub lepszych mozliwa jest bezposrednia obser-
wacja deformacji gestosci elektronowej ukazujacej odchylenia od powszechnie sto-
sowanego podczas udokladniania modelu atomu sferycznego. Na mapach rdéznico-
wych mozna zaobserwowa¢é maksima dokladnie na srodku niektdrych wigzan oraz
dodatkowa gestos¢, odpowiadajaca wolnej parze elektronowej, w otoczeniu atomoéw
tlenu (Rys. 3). Obecnos¢ takiej znaczacej gestosci elektronowej wskazuje, iz sfe-
ryczny model atomu, tgcznie z anizotropowymi czynnikami temperaturowymi, daje
zbyt zgrubne przyblizenie rzeczywistej gestosci elektronowej. Dlatego tez coraz cze-
$ciej stosuje sie udoktadnianie wykorzystujgce niesferyczny model atomu. Podczas
udoktadniania multipolowego stosowany jest model, w ktérym elektrony atomu sa
podzielone na elektrony rdzenia, ktére mozna opisa¢ modelem sferycznym oraz
elektrony walencyjne, do ktorych stosuje si¢ funkcje multipolowe [56]. Udoklad-
nianie multipolowe wymaga uzycia znacznie wigkszej liczby parametréw, multipo-
lowy atom niewodorowy ma zwykle minimum 28 parametréw (18 multipolowych,
3 wspolrzedne, 6 parametréw temperaturowych oraz 1 czynnik obsadzenia). Udo-
ktadnianie multipolowe wymaga wyrafinowanego oprogramowania np. takiego jak
program MoPro [57] i mozliwe jest dla wybranej grupy przypadkéw z najwyzsza
rozdzielczo$cig i jakoscig danych eksperymentalnych.

PODSUMOWANIE

Dynamiczny rozwdj makromolekularnej krystalografii wysokorozdzielczej
w ostatnich dwdch dekadach byl mozliwy gtéwnie dzigki postepowi technologicz-
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nemu i metodologicznemu. Nalezg do nich gtéwnie powszechna dostepno$¢ niezwy-
kle silnych i zogniskowanych Zrédel promieniowania synchrotronowego, rutynowe
kriogeniczne schladzanie krysztaldw w trakcie rejestracji danych dyfrakcyjnych
oraz udoskonalone oprogramowanie krystalograficzne na wszystkich etapach od
procesowania danych do udokladniania i sprawdzania poprawnosci struktury. Skut-
kuje to ciaglym wzrostem liczby struktur makroczasteczek o rozdzielczosci atomo-
wej i subatomowej zdeponowanych w bazie PDB. Ilo§¢ szczeg6low widocznych na
mapach gestosci elektronowej takich struktur daje mozliwo$¢ zupelnie nowego spoj-
rzenia na funkcje bialka i mechanizmy reakcji katalitycznych. Alternatywne konfor-
macje fancuchéw bocznych jak réwniez tanncuchéw gltéwnych oraz subtelne zmiany
strukturalne moga by¢ czesto jednoznacznie zidentyfikowane, co jest szczegélnie
istotne w rejonach miejsc aktywnych makromolekut. Model struktury krystalicznej
charakteryzuje si¢ duza wiarygodnosciag a w przypadku najwyzszych rozdzielczo-
$ci w uporzadkowanych rejonach mozna zlokalizowa¢ polozenia atoméw wodoru
(nawet w niektorych czasteczkach wody). Pozwala to na uzyskanie informacji o sta-
nie protonacji katalitycznie istotnych reszt oraz sieci wigzan wodorowych. Ponie-
waz liczba zarejestrowanych refleksow jest znacznie wigksza od liczby parametréw
opisujacych strukture, dobrze uporzadkowane fragmenty struktury moga by¢ udo-
kiadniane bez wigzéw stereochemicznych. W takich przypadkach mozna zastoso-
waé pelnomacierzowe udokladnianie metodg najmniejszych kwadratéw i oszaco-
wa¢ standardowe niepewnos$ci parametréw geometrycznych. Niewiele krysztalow
makromolekularnych rozprasza promieniowanie rentgenowskie do rozdzielczosci
subatomowej (poza limit 0,8 A), lecz s3 one szczegélnie cenne z metodologicznego
punktu widzenia, na przyklad dla obiektywnego optymalizowania parametréow
stereochemicznych, ktére sg uzywane jako wigzy przy udokladnianiu modeli przy
nizszych rozdzielczo$ciach [11, 47]. Dysponujac danymi o najwyzszej rozdzielczo$ci
staja si¢ mozliwe badania deformacyjnej gestosci elektronowej oraz walencyjnych
orbitali atomowych i molekularnych, ktére ukazujg niezwykly wewnetrzny $wiat
makroczasteczek nie tylko na poziomie atomowym lecz réwniez elektronowym.
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