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Streszczenie: Promieniowanie rentgenowskie ze zrddet synchrotronowych statlo si¢ dostgpne dla badan
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Narodziny  krystalografii ~ rentgenowskiej  niemal
doktadnie 100 lat temu oraz jej wielki tryumf pod koniec
lat 50. XX wieku polegajacy na rozszyfrowaniu
pierwszych struktur biatkowych — to kamienie milowe na
drodze do zrozumienia funkcjonowania czasteczek zycia
na poziomie atomowym. Oczywiste jest, ze sukces
krystalografii biatek bylby niemozliwy bez odpowiednio
silnych  zrédel  promieniowania rentgenowskiego
umozliwiajacych pomiar dyfrakcji od krysztalow
makromolekut. Stosowane poczatkowo klasyczne zrodta
promieni X — roznego rodzaju lampy rentgenowskie
emitujace  promieniowanie elektromagnetyczne w
wyniku bombardowania elektronami termicznymi anody
wykonanej z miedzi lub molibdenu, wymagaty
zazwyczaj wielotygodniowego naswietlania krysztatow
biatek. Sytuacja zmienila si¢ radykalnie z poczatkiem lat
1970. na skutek zastosowanie znacznie silniejszych
zrodet synchrotronowych promieniowania
rentgenowskiego. W nastgpnych rozdziatach nakreslimy,
na tle osobistych do$wiadczen i wspomnien, historig

badan krysztatbw makromolekularnych z uzyciem
promieniowania synchrotronowego oraz podamy zarys
rozwoju  metodologii  tej  dyscypliny,  ktérego
katalizatorem byty synchrotrony, jako potezne narzedzie
badawcze biologii strukturalne;j.

Poczatki krystalografii bialek

Krystalografia biatek pojawia si¢ w annatach nauki w
roku 1840, kiedy to Hiinefeld opisat powstale na drodze
przypadku krysztaly hemoglobiny dzdzownicy, ktére
nazwat "krysztatami krwi" [1]. Warto odnotowac, ze na
poczatku XX wieku Reichert i Brown opublikowali
imponujaca monografi¢ o krystalizacji hemoglobiny,
udokumentowang okoto 600 zdj¢ciami mikroskopowymi
krysztatow [2]. W roku 1946 Nagrodqa Nobla w
dziedzinie chemii przyznang w istocie za krystalizacje
biatek, podzielili si¢ Sumner, Northrop i Stanley.

Krystalografia bialek rozumiana jako nauka
strukturalna jest jednak znacznie mtodsza i datuje swoje
powstanie na koniec lat 50. XX wieku, kiedy to John
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Kendrew opublikowal pierwsza w dziejach strukturg
biatka, mioglobiny wieloryba [3]. Choé¢ byl to
poczatkowo model o bardzo niskiej rozdzielczoéci 6 A,
zostal on stosunkowo szybko ulepszony do bardzo
przyzwoitej rozdzielczosci 2 A [4]. Mniej wigcej w tym
samym czasie struktur¢ hemoglobiny opublikowat Max
Perutz [5]. Perutz, ktory jest nieckwestionowanym ojcem
krystalografii biatek, rozpoczat swoje pionierskie
badania struktury hemoglobiny w roku 1937. Jednak
pierwsze badania rentgenowskie miaty miejsce jeszcze
wczesniej, na poczatku lat 30. XX wieku, kiedy to w
laboratorium Williama Astbury'ego wykonano zdjgcia
dyfrakcji na wioknach biatek [6], a w laboratorium
Desmonda Bernala na monokrysztalach. Pierwsze
zdjecie dyfrakcji rentgenowskiej na krysztale pepsyny
przyniosto rozczarowanie, ale Bernal szybko zorientowat
sig, ze jeSli krysztaly zabezpieczy si¢ przed
wysychaniem, dyfrakcja bedzie doskonata [7]. Warto
przytoczy¢ wnikliwa uwage Bernala, zainspirowana
pierwszymi zdjgciami rentgenowskimi pepsyny, ktore
"ukazaty bardzo duze komorki elementarne i bogactwo
refleksow, obserwowanych réwniez przy wysokich
katach rozproszenia odpowiadajacych odlegtosciom d=2
A [w prawie Bragga], co z kolei dowodzi, ze czasteczki
bialek maja nie tylko z grubsza taki sam ksztalt i
rozmiary, ale ze posiadaja one identyczna strukture z
doktadnoscia do wymiarow atomowych" [8]. Jednak
mimo tak obiecujacego poczatku, pierwsze kroki, a
nawet dekady, krystalografii bialek byly bardzo trudne, a
postep niezwykle wolny, o czym §wiadczy okres 22 lat
jakich potrzebowal Perutz na rozwiazanie struktury
hemoglobiny. Z nastgpnymi strukturami sytuacja byla
nieco lepsza, lecz mimo to w roku 1971, kiedy
utworzono Bank Struktur Bialkowych (Protein Data
Bank, PDB) znalazta si¢ w nim "zawrotna" liczba
zaledwie 7 struktur [9]. W 1973 roku znano juz strukture
ponad 10 biatek, cho¢ w PDB zdeponowano tylko 9
struktur. Wszystkie rozwiazano stosujac rentgenografie
monokrysztaldéw. Poza mioglobing i1 hemoglobina,
poczatkowa zawarto$¢ PDB stanowit rowniez cytochrom
bs, trzustkowy inhibitor trypsyny BPTI, subtylizyna, o-
chymotrypsyna, karboksypeptydaza Ao, dehydrogenaza
mleczanowa oraz rubredoksyna [10]. Nalezy podkreslic,
ze w poczatkowym okresie biologii strukturalnej oprocz
krystalografii wazna rol¢ odegrala réowniez dyfrakcja
rentgenowska na witoknach. Ikoniczne odkrycie biologii
strukturalnej XX wieku — struktury podwojnej helisy
DNA [11], oparte bylo migdzy innymi na zdjgciach
rentgenowskich wldkien DNA rejestrowanych przez
Rosalind Franklin i innych [12].

Trudne poczatki krystalografii  bialek mialy
niewatpliwie swoja przyczyng w jaskrawej dysproporcji
pomigdzy "niebotycznymi" celami 1 mniej niz
skromniutkimi mozliwosciami ich realizacji. Wsrod
glownych niedomagan eksperymentalnych najwazniejszy
byt chyba brak wystarczajaco silnych  zrodet
promieniowania rentgenowskiego, wydhizajacy
astronomicznie czas potrzebny do wykonanie pomiarow
dyfrakcyjnych, a najczgsciej po prostu takie pomiary
uniemozliwiajacy. Z poczatku postgp byl stopniowy i
wiazatl si¢ z udoskonaleniem lamp rentgenowskich, a

potem z wprowadzeniem generatordw z wirujaca anoda.
W latach 1970. nastapit jednak dramatyczny skok
jakosciowy,  ktory  catkowicie  zmienit  oblicze
krystalografii biatek. Opdznione w czasie, bo widoczne
od lat 1980. konsekwencje tej zmiany odzwierciedla na
przyktad wykres ilustrujacy tempo przyrostu zawartosci
PDB (Rys. 1) [13]. Ten "skok kwantowy" wiazatl si¢ w
pierwszym rzgdzie z zastosowaniem synchrotronéw jako
zrodet promieniowania rentgenowskiego. W tym samym
czasie natozyly si¢ tez inne czynniki, ktore pomogly
krystalografii  biatek nabra¢ tempa, takie jak
wprowadzenie programowalnych maszyn cyfrowych
oraz rozwdj inzynierii genetycznej i1 biotechnologii,
jednak zdecydowanie dostgp do nowych Zrodet
promieniowania rentgenowskiego nalezy uznaé za
czynnik najwazniejszy.

Synchrotron jako narzedzie biologii strukturalnej

Synchrotrony, tj. przyspieszacze cyklotronowe czastek
elementarnych zostalty poczatkowo zbudowane jako
narzedzie dla fizykéw wysokich energii badajacych
subatomowa struktur¢ materii. W instalacjach takich
natadowanym czastkom elementarnym (np. elektronom)
nadawano ogromne energie, przyspieszajac je do
predkosci  podswietlnych  (relatywistycznych) i
zmuszajac do poruszania si¢ po torze zamknigtym w
ptaszczyznie  horyzontalnej.  Doprowadzajac  tak
wysokoenergetyczne elektrony i jony do kolizji, fizycy
mieli nadziej¢ odkry¢ nowe czastki elementarne, ktore w
wyniku takich zderzen powstaja. Z praw Maxwella
wynika jednak, ze poddane przyspieszeniu czastki
obdarzone tadunkiem bgda emitowaé promieniowanie
elektromagnetyczne. Z punktu widzenia fizykéw
wysokich energii, ten efekt synchrotronowy byl
ktopotliwa uciazliwoscia, powodujac straty energii i
pociagajac za soba konieczno$¢ ciaglego pompowania
energii 1 nowych elektronow do urzadzenia. Kazdy
synchrotron sktada si¢ z prozniowego tunelu w ksztalcie
pierScienia oraz z umieszczonych na jego obwodzie
poteznych elektromagnesow, ktorych pole magnetyczne
zakrzywia tor elektrondw, wprowadzajac je na w
przyblizeniu kotowa orbitg. Mowiac dokladnie;j,
synchrotron ma ksztalt ogromnego wielokata =z
prostoliniowymi odcinkami toru pomigdzy sasiednimi
magnesami zakrzywiajacymi. Po wstrzyknigciu (z
akceleratora liniowego) do pier§cienia i poczatkowym
przyspieszeniu krazace elektrony maja stala energie (i
predkos¢ liniowa) lecz doznaja przyspieszenia katowego
przelatujac przez pole magnetyczne. Elektromagnesy
zakrzywiajace sg wigc zrodlem promieniowania
elektromagnetycznego o bardzo szerokim zakresie
dhugosci fali, od mikrofal do twardego promieniowania
rentgenowskiego. W odcinkach prostoliniowych toru,
pomigdzy magnesami zakrzywiajacymi, mozna umiescié
tzw. urzadzenia wstawkowe, wigglery lub ondulatory. Sa
to multipole magnetyczne, w ktérych przelatujace
elektrony doznaja dodatkowych przyspieszen katowych,
emitujac w efekcie promieniowanie silniejsze niz w
zwyklym magnesie zakrzywiajacym. W ondulatorze
promieniowanie pochodzace od kazdej pary biegunow
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magnetycznych daje wzmocnienie interferencyjne, dzigki
czemu uzyskujemy w efekcie silne piki promieniowania
rentgenowskiego, ktorych dlugos¢ fali zalezy od
odlegtosci (przerwy) pomigdzy biegunami. Szczegdtowa
teoria zjawiska emisji promieniowania
synchrotronowego (SR, synchrotron radiation) zostata
opracowana juz w latach 1940. [14].

Fizycy wysokich energii, tj. gléwni uzytkownicy
instalacji synchrotronowych w poczatkowym okresie ich
wdrazania do badan naukowych, traktowali badaczy
starajacych si¢ wykorzysta¢ promieniowanie synchrotro-
nowe na zasadzie pasozytow. W takiej wlasnie roli
funkcjonowali w osrodkach synchrotronowych Hambur-
ga, Stanford, czy Nowosybirska krystalografowie biatek.
Wkroétce jednak, gdy zdano sobie sprawg z mozliwosci
jakie oferuje promieniowanie synchrotronowe dla bada-
nia materii metodami rozproszeniowymi i dyfrakcyj-
nymi, zaczgly powstawac instalacje synchrotronowe
nowej  generacji, przeznaczone Wwylacznie do
wytwarzania promieniowania elektromagnetycznego. Te
urzadzenia drugiej generacji byly nie tyle tradycyjnymi
synchrotronami, co pierscieniami akumulacyjnymi o
obwodzie rzedu 1 km, w ktorych "przechowuje" si¢
elektrony (lub pozytony) o energii rzedu 2-3 GeV. Prad
elektronowy w tych urzadzeniach (rzedu kilkuset mA) z
czasem zanika, konieczne sa wigc dodatkowe zastrzyki
elektronéw co kilka lub kilkanascie godzin. Urzadzenia
takie zbudowano w Daresbury w Anglii (SRS), w
Hamburgu w Niemczech (DORIS), w Orsay we Francji

70000

(LURE), w Tsukuba w Japonii (Photon Factory), oraz na
Uniwersytetach Stanforda (SSRL) i Cornella (CHESS),
w Brookhaven (NSLS) i w Berkeley (ALS) w USA. Od
poczatku swojej dziatalnosci byly one i sa nadal
wykorzystywane z bardzo pozytywnym skutkiem do
zaawansowanych  eksperymentéw, w tym do
eksperymentow krystalografii biatek.

Zalety promieniowania synchrotronowego nie
ograniczaja si¢ do wysokiej intensywnos$ci i mozliwosci
wybrania z emitowanego spektrum pozadanej diugosci
fali. Czastki elementarne w pierscieniu akumulacyjnym
zgrupowane sa w pakiety, wigc 1 promieniowanie
synchrotronowe  emitowane  jest  nano- lub
pikosekundowymi impulsami, ktore rozdziela czas
mikrosekund. Ta struktura czasowa wraz z opcja
wykorzystania calego zakresu (polichromatycznego)
widma rentgenowskiego, stwarzaja unikalng mozliwos¢,
realizowana w tzw. metodzie Lauego, przeprowadzenia
pomiardéw dyfrakcyjnych w niestychanie krotkim czasie,
a tym samym monitorowania w czasie rzeczywistym
procesow kinetycznych zachodzacych w krysztale biatka,
np. przebiegu reakcji enzymatycznych [15]. Co wigcej,
poniewaz czastki elementarne kraza w plaszczyznie
poziome}j, emitowane promieniowanie jest
spolaryzowane, z wektorem elektrycznym drgajacym w
plaszczyznie rownikowej, co moze by¢ wykorzystane w
badaniu efektow anizotropowych [16]. Wyczerpujacy
przeglad zastosowan promieniowania synchrotronowego
w krystalografii biatek podat Helliwell [17].
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Rys. 1. Przyrost struktur zdeponowanych w Banku Danych Biatkowych PDB. (A) Przyrost roczny (kolor niebieski) i
catkowita zawarto§¢ bazy (czerwony). (B) Rocznie deponowane struktury z rozbiciem na uzyskane przy pomocy
promieniowania synchrotronowego (zielony) i zrédet konwencjonalnych (czerwony). Dane dla roku 2009 sa niepelne.
Diagram (B) przygotowat dr W. Minor.
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Zrédia promieniowania synchrotronowego dla badan
biostrukturalnych we wezesnym okresie

W Europie pomyst wykorzystania SR jako narzgdzia
badawczego =zrodzil si¢ pierwotnie w $rodowisku
biofizykéw zajmujacych si¢ badaniem molekularnego
mechanizmu skurczu migénia za pomoca metod
dyfrakcyjnych. W doswiadczeniach tych rejestrowano
matokatowa dyfrakcje na cieniutkich
pseudokrystalicznych wiokienkach mig$ni. W latach
1960. zajmowaty si¢ tym problemem dwie grupy, jedna
kierowana przez Hugh Huxleya w Cambridge w Anglii
(mig$nie zaby), druga przez Kena Holmesa w
Heidelbergu w Niemczech (mig$nie owada). Oba zespoty
stosowaly promieniowanie Cu Ko z nowoczesnego jak
na owe czasy urzadzenia, generatora rentgenowskiego z
wirujaca anoda. Wyniki byly jednak mizerne, gdyz
probki migsni byty bardzo mate i dawaty nikta dyfrakcje.
W roku 1969 do zespotu Holmesa dotaczyt jako
doktorant Gerd Rosenbaum, miody fizyk, ktéry jako
student-dyplomant w grupie spektroskopii UV zetknat
si¢ wezesniej z dzialajacym juz wtedy w osrodku DESY
(Deutsches  Elektronen-Synchrotron) w  Hamburgu
synchrotronem. Uzyskawszy od swojego promotora
zadanie zbudowania lepszego zrédta rentgenowskiego do
badania wtokienek mig$niowych, Rosenbaum wpadt na
pomyst wykorzystania promieniowania
synchrotronowego [18]. Zespdt wzmocniony przez Jeana
Witza ze Strasburga zbudowal stacje pomiarowa
wyposazona w ogniskujacy monochromator kwarcowy
pracujacy w prozni, w regulowane szczeliny wiazki i w
inne akcesoria. Maszyneria ta byta bardzo niewygodna w
uzyciu, m.in. z powodu skomplikowanego systemu
zabezpieczen. Jednym z jego elementéw byto
telefoniczne zgloszenie w centralnym punkcie kontroli
otwarcia gltéwnego okienka rentgenowskiego. Bylo to
jednak mozliwe tylko w czasie krotkich przerw
pomigdzy eksperymentami fizyki czastek elementarnych.
Pierwsze obrazy dyfrakcji na widknach migénia owada
zarejestrowano w1970 roku. Wedlig szacunku
Rosenbauma  Owczesny  wiazka  promieniowania
synchrotronowego byla kilkaset razy bardziej intensywna
niz z generatora z wirujaca anoda [19]. Po tym sukcesie
dyrekcja DESY zachgcita Holmesa i Rosenbauma do
zbudowania w osobnym budynku linii pomiarowej do
badan materiatu biologicznego [20]. Konstrukcje tg
zrealizowano w roku 1971.

Na poczatku lat 1970. John Kendrew, wowczas
dyrektor nowej organizacji EMBO (European Molecular
Biology Organization), zrozumial, ze promieniowanie
synchrotronowe stanowi wyjatkowa szans¢ dla biologii
strukturalnej 1 molekularnej. Z jego osobistej inicjatywy
utworzono EMBL (European Molecular Biology
Laboratory), ponadnarodowa instytucje powotana do
prowadzenie takich badan w dziedzinie biologii
molekularnej, ktére wymagatyby  wspolpracy i
finansowania w skali migdzynarodowej. Doswiadczenia
wymagajace promieniowania synchrotronowego byly
wprost idealnym przykladem dla idei EMBL. W roku
1975 na mocy umowy pomigdzy DESY i EMBL
powotano w Hamburgu Placéwke EMBL posadowiona

na jednym kwadrancie nowozbudowanego synchrotronu
DORIS.

Mniej wigcej w tym samym czasie rownolegle
prowadzone byly prace nad biostrukturalnym
zastosowaniem promieniowania synchrotronowego w
instalacji synchrotronowej w Nowosybirsku nalezacej do
Akademii Nauk Zwiazku Radzieckiego. Zbudowano tam
stosunkowo prosta lini¢ pomiarowa wyposazona w
monochromator grafitowy lecz bez zadnej mozliwosci
ogniskowania wiazki. Na linii tej zarejestrowano dane
dyfrakcyjne dla kilku krysztatdw matoczasteczkowych
oraz dla wldkien DNA. Podobno uzyskano réwniez
dyfrakcje na krysztatach matego biatka aktynoksantyny,
lecz szczegdly tego eksperymentu nie zostaly
opublikowane [21].

Pierwsza synchrotronowa linia dla Kkrystalografii
bialek w Stanford

W USA mozliwo$¢ zastosowania promieniowania
synchrotronowego jako narzgdzia badawczego pojawita
si¢ po raz pierwszy w maju 1974 roku wraz z
uruchomieniem projektu SSRP (Stanford Synchrotron
Radiation Project), przemianowanego pdzniej na SSRL,
ktéry obejmowal stacj¢ eksperymentalna zbudowana
przy niedawno ukonczonym pier§cieniu akumulacyjnym
SPEAR. Pierwsza linia pomiarowa wykorzystywata
wiazke rentgenowska z magnesu zakrzywiajacego o
rozbiezno$ci 11.5 miliradiana i stuzyta pomiarom w
pigciu réznych obszarach badan. Podobnie jak w DESY,
przy budowie linii BLI-4 nacisk potozono na
rozpraszanie rentgenowskie na wioknach. W Stanford
jednak wysoki priorytet miata rowniez krystalografia
biatek. Inna rownolegle rozwijana metoda badawcza byta
absorpcja EXAFS [22], mozliwa w praktycznym

zastosowaniu tylko dzigki promieniowaniu
synchrotronowemu.
Adaptacja linii BL1-4 do pomiarow

krystalograficznych byla oczkiem w glowie Keitha
Hodgsona, §wiezo powotanego profesora na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Stanforda. Z poczatku grupa
zapalencow realizujacych ten projekt byta niewielka,
wchodzilo w jej sktad dwoje doktorow, Margueritte
Yevitz Bernheim i Alexander Wlodawer, oraz doktorant
James Phillips. Dr Julia Goodfellow dotaczyta rok
poznie;.

Wyposazenie tej stacji bylo do§¢ prymitywne i
sprowadzalo si¢ w zasadzie do kamery precesyjnej, na
ktorej rejestrowato sig zdjgcia z wykorzystaniem bton do
radiologii. Wiazalo si¢ to oczywiscie z obrobka
fotograficzna, a najblizsza ciemnia fotograficzna, na
gléwnym kampusie Stanford, oddalona byta o kilka mil.
Wymagalo to uciazliwych wycieczek w oficjalnym
wehikule, jakim wtedy dysponowat program SSRL. Byt
to odzyskany z "demobilu" po wojnie koreanskiej
wojskowy pojazd opancerzony podarowany przez
Marynarke Wojenna USA. Humorystyczny aspekt byt
tym wigkszy, ze zadna z 0s6b obshugujacych ten wehikut
nie posiadata w tym czasie paszportu USA!
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Najbardziej uciazliwym  aspektem pracy z
promieniowaniem synchrotronowym w tamtym czasie
byta dla krystalografow, ale tez dla innych badaczy
wykorzystujacych ~ twarde  promienie  rentgena,
"pasozytnicza" natura ich eksperymentéw. To fizycy
narzucali reguly gry i oni decydowali o parametrach
operacyjnych synchrotronu. Gwoli sprawiedliwo$ci
trzeba odnotowac, ze te do§wiadczenia fizykoéw czastek
elementarnych zaowocowaly Nagroda Nobla przyznana
Burtonowi Richterowi dwa lata pdzniej. Na nieszczgscie
czastka , ktora odkryt, pojawiala sig, gdy synchrotron
pracowal przy energii 1.55 GeV — zbyt niskiej dla
generowania uzytecznego dla krystalografow
promieniowania rentgenowskiego. Z druga odkryta
czastka elementarna, V', bylo niewiele lepiej, gdyz
wymagata energii 1.86 GeV, podczas gdy do
wytwarzania uzytecznego promieniowania
rentgenowskiego potrzebna byta energia co najmniej 2
GeV. Tak wigc sukces fizykéw opdznit  sukces
krystalografow o dobre kilka miesigcy.

Pierwsze wyniki kosztowaty wiele czasu i wysitku i
dostarczyty raczej dowodu na poparcie strategii
synchrotronowe;j" niz uzytecznych danych
doswiadczalnych jako takich [23]. Dla azuryny udato si¢
co prawda uzyskac¢ trojwymiarowe dane dyfrakcyjne, ale
dla pozostatych biatek testowych, tj. rubredoksyny,
czynnika wzrostu nerwow (NGF) i L-asparaginazy,
zarejestrowano jedynie warstwice zerowe refleksow.
Jako ciekawostke mozna podaé, ze na rozwiazanie
struktury krysztatbw NGF 1 asparaginazy przyszito
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czekac ponad 15 lat! Czasy naswietlania dochodzity do 5
godz., ale poniewaz na standardowych Zrédtach
promieniowania rentgenowskiego nie otrzymywano
zadnej dyfrakcji, nawet taki wynik nalezalo uznaé za
sukces. Juz w poczatkowej fazie stosowania
promieniowania synchrotronowego zwrdcono uwage na
mozliwos$¢ pomiaréw przy réznych dtugosciach fali, co
pozwolitoby omina¢ problem pochodnych z atomami
cigzkimi [24].

Dalszy postgp odnotowano rok pdzniej, gdy we
wspolpracy z grupa Lyle'a Jensena wykazano mozliwos¢
uzyskania informacji fazowej na podstawie analizy
danych dyfrakcyjnych dla rubredoksyny, biatka
wiazacego zelazo, ktorego prog absorpcji potozony przy
1.75 A pozwalal na zarejestrowanie stosunkowo silnego
sygnalu anomalnego. Dodatkowym atutem byla grupa
przestrzenna, R3, majaca niecentrosymetryczna projekcje
osiowa, a wigc dajaca roznice w parach Bijvoeta rowniez
na warstwicy #k0 (Rys. 2A). Mozna wigc byto ustali¢
polozenie jondéw zelaza, przynajmniej na projekcji,
postugujac si¢ tylko jednym zdjgciem precesyjnym [25].
Dos$wiadczenia te nie nalezaly jednak do tatwych.
Krysztal justowano przy pomocy zdjgé rentgenowskich,
co wymagato wchodzenia do stacji pomiarowej poprzez
caly system zabezpieczen co kilka minut. Poniewaz za$
dtugos¢ zycia wiazki synchrotronowej nie przekraczata 2
godzin, byl to najdluzszy czas, jaki mozna bylo
poswigci¢ na sen. Najdluzszy z przeprowadzonych
eksperymentow trwat 5 dni i 6 nocy i doprowadzit do
catkowitego wyczerpania... jego uczestnikow.

B

Rys. 2. Obrazy dyfrakcji rentgenowskiej dla krysztalow biatek zarejestrowane dawniej i dzis. (A) Zdjgcie precesyjne
warstwicy hk0 krysztatu rubredoksyny zarejestrowane w SSRL w Stanford w 1975 roku przy czasie ekspozycji 5
godzin. (B) Obraz dyfrakcyjny krysztatu proteinazy K zarejestrowany na linii pomiarowej 191D synchrotronu APS w
Argonne pod Chicago. Na pokazanym z wigkszym kontrastem fragmencie mozaikowego detektora CCD (prawy dolny
naroznik) widaé refleksy o rozdzielczosci 1.07 A. Ekspozycja trwata 2 sek. z wiazka rentgenowska atenuowana do 10%

intensywnosci.
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Krystalografia bialek w DESY

Przez pierwsze dwie dekady swojej pracy pierscien
DORIS dziatal w dwoch trybach. Albo stuzyt
eksperymentom fizyki wysokich energii, kiedy w
pierscieniu krazyly w przeciwnych kierunkach wiazki
elektronéw 1 pozytonow, albo dzialal jako generator
promieniowania synchrotronowego wylacznie w oparciu
o elektrony.

Po pewnym czasie Placowka EMBL dorobita si¢
pieciu linii pomiarowych: trzech w gtéwnym budynku

eksperymentalnym DORIS (HASYLAB)
wykorzystujacych prad elektronowy i dwoch w swoim
wlasnym budynku (zwanym "bunkier 4"

wykorzystujacych prad pozytonowy. Linie pozytonowe
mogly by¢ uzywane tylko w trybie "pasozytniczym", ale
byly znaczniej bardziej "prywatne", rzadko odwiedzane
przez BHP-owcow HASYLAB-u. Na liniach w
HASYLAB-ie dziataty urzadzenia do pomiaréw SAXS
(X33), EXAFS (X32) i krystalografii bialek (X31),
podczas gdy w "bunkrze 4" byla linia krystalograficzna
(X11) 1 SAXS-owska (X13). Linia X31 dziatala w
oparciu o magnes zakrzywiajacy i byla wyposazona w
podwoéjny monochromator tunelowy umozliwiajacy
wygodng zmiang dtugosci fali. Inaczej byto na linii X11,
wyposazonej w pojedynczy monochromator trojkatny,
przez co zmiana dlugosci fali byta w praktyce rzadko
stosowana. Zaleta linii X11 byta natomiast znacznie
wigksza intensywno$§¢ wiazki. Obie stacje byly
wyposazone Ww goniometr i kamer¢ rentgenowska,
ktérymi mozna bylo sterowaé zdalnie. Do konca lat
1980. obrazy dyfrakcyjne rejestrowane byly na btonach
fotograficznych w kasetach z 8 tadunkami montowanymi
na kamerach Arndta-Wonacotta produkcji firmy Enraf-
Nonius. Ciemnie fotograficzne byly w poblizu stacji
pomiarowych, co  znacznie  ulatwialo  zycie
eksperymentatorom.

Grupa krystalografii biatek EMBL w Hamburgu
kierowal poczatkowo Hans-Dieter Bartunik, ktory potem
utworzyt niezalezng placowke Instytutu Maxa Plancka w
DESY posiadajaca wilasna lini¢ pomiarowa BW6. W
1985 roku grupg EMBL w Hamburgu stanowili Christian
Betzel, Zbigniew Dauter i Kyriacos Petratos, a jej szefem
(do 1996) byt Keith Wilson, zastapiony podzniej przez
Victora Lamzina i Matthiasa Wilmannsa. Z uptywem
czasu grupa znacznie si¢ powigkszyla i liczy obecnie
ponad 10 os6b na stanowiskach naukowych.

Ladowanie kaset (zwykle trzema  blonami
przedzielonymi  przektadkami) oraz  skrupulatne
oznaczanie 1 opisywanie filméow w 100% zajmowato
jedna osobg. Do obrobki fotograficznej potrzebna byta
druga para rak. Taka praca non-stop nierzadko trwata
ponad jedna dobg. W annatach nauki nie ma wzmianki
ile ubran zniszczyly odczynniki chemiczne w ciemni,
gdy niecierpliwy eksperymentator chciat widzie¢ wynik
podgladajac na wpot wywotane btony. Czasami wigzato
si¢ to z humorystycznymi sytuacjami. Wyslany w
pojedynke przez renomowane laboratorium zielony
jeszcze student bardzo skrupulatnie "wywotywal" w
ciemni wszystkie papierki z przekladek, podczas gdy
filmy wyrzucit do kosza na $mieci...

Nastrzyk czastek elementarnych do pierscienia
odbywat si¢ co 2-3 godziny. Po kazdej takiej operacji
nalezalo  recznie  otworzy¢é — wszystkie  grodzie
bezpieczenstwa. Procedury te czgsto kolidowaly z
przerwami na positek personelu EMBL. Pod czujnym
okiem BHP-owcow z HASYLAB-u wszystko musiato
przebiega¢ stricte wedlug przepisow. W Dbardziej
"prywatnych" warunkach linii X11 duzy czerwony
przycisk otwierajacy okienka byl czesto wcisnigty na
state za pomoca przemyslnego urzadzenia zbudowanego
z dhugiej linijki i korka, podczas gdy personel delektowat
si¢ wolnym czasem w pobliskiej "bibliotece" (restauracja
lub pub w poblizu DESY).

W zyciu uzytkownikow linii krystalograficznych
EMBL nastapit dramatyczny przetom w roku 1989, gdy
Jules Hendrix i Arno Lentfer (pracujacy woéwczas w
EMBL) skonstruowali pierwszy automatyczny skaner
ptyty obrazowej (IP), ktory stat si¢ prototypem dla
pozniejszych detektorow MAR IP. Koniec z praca w
ciemni, koniec walki z densytometrami! Nowy detektor
byl uboéstwiany. Pierwszym poczatkom towarzyszyty
jednak niespodzianki. Pierwszy pomiar wykonal Alex
Teplyakov dla krysztatu termitazy. Po nocy spgdzonej na
linii X31 narzekal, ze po kazdej ekspozycji musiat
recznie "wklepywacé" nazwe zbioru na klawiaturze, choc¢
jedyna réznica dotyczyta kolejnego numeru. Nastepnego
dnia Michael Bo6hm, autor programu sterujacego
zmodyfikowat kod, dajac  wytchnienie palcom
eksperymentatora. Jednak przy blizszej inspekcji obrazy
dyfrakcyjne posiadaly klopotliwa cechg: sasiednie
piksele miaty bardzo czgsto identyczna intensywnosc¢.
Krétka rozmowa z Michaelem wyjasnita zagadke. Jako
ekspert w technikach obrazowania, przeoczyt fakt, ze
podczas transformacji spiralnego odczytu detektora do
wspotrzednych kartezjanskich bardzo czgsto dany piksel
miat dwoch "najblizszych sasiadow". Nastgpnego dnia
algorytm dziatal juz poprawnie nie tylko w odniesieniu
do ksztaltu (waznego w obrazowaniu) ale tez co do
wartos$ci liczbowych. Potencjalnie znacznie
powazniejszy problem wyplynal, gdy otrzymano
pierwsze mapy gestosci elektronowej dla dUTPazy
sfazowane za pomoca sygnatu anomalnego pochodnej
rteciowej. Ot6z wszystkie atomy CP modelu biatka
sterczaly poza gestoscia elektronowa, podczas gdy sam
fancuch gléwny ulokowany byl w niej idealnie. I tu
dyskusja z Michaelem B6hmem wyjasnita powod i odtad
juz wszystkie zbiory danych zapisywane byly w
poprawnym, prawoskretnym uktadzie wspotrzgdnych.

Pierscien DORIS przeszedt powazna przebudowe w
roku 1989. Zamknigto program eksperymentow fizyki

wysokich energii, a synchrotron DORIS stat sig
dedykowanym zrodiem promieniowania
synchrotronowego generowanego przez prad

pozytonowy krazacy w kierunku dawnego pradu
elektronéw. Wymagato to przebudowy linii X11 1 X13 w
odwrotnym kierunku. W tym samym czasie postawiono
nowy budynek eksperymentalny HASYLAB-u, w
ktorym znalazty si¢ nie tylko linie X11 i X13, ale takze
nowe linie wigglerowe BW7A i BW7B. Kolejna linig
wigglerowa, BW6, zbudowat dla Instytutu Maxa Plancka



Synchrotron Radiation in Natural Science Vol. 9, No. 1 —2 (2010)

Hans-Dieter Bartunik. Tak wyglada z grubsza sytuacja
EMBL w DESY obecnie. Miaty miejsce roznego rodzaju
udoskonalenia, np. wigkszo$¢ skanerow IP zastapity
detektory CCD, ale najwazniejsze zmiana nastapi w
najblizszym czasie, kiedy zostana oddane do uzytku
nowe linie pomiarowe zbudowane przy ogromnym
pierscieniu synchrotronowym PETRA III. Synchrotron
ten, pracujacy przy energii 6 GeV stanie si¢ zrodtem
promieniowania synchrotronowego o ogromnej jasnosci.

Selenometionina i dostrojona dyfrakcja anomalna
(MAD) - metoda "jak ulal" dla promieniowania
synchrotronowego

Mozliwo$¢ dostrojenia dlugosci fali A promieniowania

synchrotronowego  do  warunkow  konkretnego
eksperymentu jest chyba najbardziej wyjatkowa cecha
tego  promieniowania, ktéora  zrewolucjonizowata

metodyke rozwigzywania struktur makromolekularnych.
U sedna sprawy lezy krystalograficzny problem fazowy,
ktéry uniemozliwia proste "wyliczenie" struktury na
podstawie zarejestrowanych intensywnosci refleksow i
wymaga dodatkowej informacji o fazie kazdej z fal
rozproszonych. Jesli nie ma adekwatnego modelu dla
metody podstawienia czasteczkowego pozostaje
eksperyment jako zrédlo informacji o brakujacych
fazach. Klasyczna metoda podstawienia izomorficznego
(MIR) opracowana przez Perutza wymaga dodatkowych
pomiardw dyfrakcyjnych dla krysztatéw pochodnych
izomorficznych, w ktorych czasteczki biatka zostaly
wyznakowane bardzo ci¢zkimi, bogatymi w elektrony
atomami. (Klasyczne atomy cigzkie sa kationami metali,
lecz w pomystowym wariancie tej metody mozna uzy¢
réwniez aniondw halogenkowych [26].) Jeszcze za
czasow Perutza zdano sobie sprawe, ze atomy z
odpowiednimi wlasciwosciami elektronowymi moga
odcisna¢ swoje pigtno na obrazie dyfrakcyjnym nie tylko
poprzez wysoka liczbg elektronéw, ale rowniez przez
rezonansowq absorpcj¢ kwantéw rentgenowskich, co
wiaze si¢ ze zjawiskiem anomalnej dyspersji, tj. z
zaleznoscia atomowego czynnika rozpraszania f od
dtugosci fali A: f=f° + £'(A) +if"(1). Zjawisko anomalnej
dyspersji bylo wykorzystywane w krystalografii biatek
jako pomocnicze zroédto informacji fazowej, jednak jego
systematyczne zastosowanie bylo niemozliwe z racji
braku zgodno$ci pomigdzy dostgpng w doswiadczeniu
dhugoscia fali (np. Cu Koo 1.54178 A) a progami
absorpcji typowych pierwiastkow MIR.

Sytuacje zmienito diametralnie promieniowanie
synchrotronowe i mozliwos$¢ precyzyjnego dostrojenia
dlugosci fali. Dobranie konkretnej dlugosci fali jest de
facto stosowane na kazdej monochromatycznej linii
promieniowania  synchrotronowego 1 polega na
ustawieniu  pod  wilasciwym  katem  urzadzenia
monochromatyzujacego. Na nowoczesnych liniach
synchrotronowych instaluje si¢  monochromatory
podwdjne (lub jeden krysztal z wycigtym w s$rodku
tunelem), dzigki czemu wiazka opuszcza monochromator
zawsze pod tym samym katem. Inne wymogi
eksperymentalne to wysoka precyzja i powtarzalnos¢ tak
w odniesieniu do dhlugosci fali jak 1 parametrow
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geometrycznych. Poniewaz efekty anomalne sa zwykle
mate, pomiary intensywnosci refleksow musza byc¢
bardzo doktadne, ale ten wymodg obowigzuje w praktyce
na kazdej synchrotronowej linii pomiarowej. Istnieje
obecnie  bardzo duzo linii  synchrotronowych
umozliwiajacych pomiary przy dostrojonej dtugosci fali.

W typowym doswiadczeniu nastawionym na
wykorzystanie  sygnalu anomalnego mierzy @ sig
kompletne dane dyfrakcyjne przy takich dtugosciach fali,
dla ktorych efekty /" (maksimum absorpcji) i f' (prog
absorpcji) sa maksymalne, plus dodatkowo przy jeszcze
jednej dlugosci fali, z dala od progu absorpcji. Od
pomiarow przy kilku dhlugosciach fali wziglta sig
angielska nazwa metody dostrojonej  dyfrakcji
anomalnej, Multiwavelength Anomalous Diffraction
(MAD). Do praktyki krystalograficznej weszta dzigki
przetomowym pracom z lat 1986-1991 [27-32], cho¢ na
mozliwo$§¢ pomiardw przy kilku dilugosciach fali
zwracano juz uwage wczesniej [24,33,34]. Podstawy
teoretyczne metody MAD podat Jerome Karle [35], a ich
przetozenia na praktyczne algorytmy laboratoryjne
dokonat Wayne Hendrickson [36]. Wedlug tego
formalizmu wklady do rozpraszania zalezne i niezalezne
od dlugosci fali zostaja rozdzielone w uktadzie rownan
algebraicznych, ktorych rozwiazanie daje poszukiwane
fazy refleksow. Poniewaz w metodzie MAD to czynnik
fizyczny (zmiana dtugosci fali) a nie chemiczny (uzycie
cigzkiego atomu) jest zrodlem informacji fazowej,
wszystkie pomiary mozna przeprowadzi¢ na tym samym
krysztale, co znakomicie upraszcza pomiary i zwigksza
ich doktadnosé.

Pierwsze testy metody MAD 2z zastosowaniem
promieniowania synchrotronowego przeprowadzono dla
krysztatéw bialek o znanych strukturach, mianowicie dla
derywatyzowanej terbem parwalbuminy [37], dla
zawierajacych zelazo cytochromu c' [28] i hemoglobiny
[38], oraz dla zawierajacej miedz azuryny [29].
Prawdopodobnie pierwsza nowa struktur¢ rozwiazano
metoda MAD wykorzystujac obecno$¢ miedzi w biatku
CBP, ktore przez ponad 20 lat nie dawato si¢ ztamac
innymi metodami [27]. Atomy rozpraszajace anomalnie
w tych testach, cho¢ naukowo interesujace, nie nadawaty
si¢ do rutynowego zastosowania, gdyz wymagaly
uciazliwych eksperymentow derywatyzacyjnych
(przyktad z terbem) lub szczg§liwego zbiegu
okolicznos$ci (obecno$¢ zelaza lub miedzi). Poniewaz w
metodzie MAD dlugos$¢ fali jest precyzyjnie dostrojona
do rezonansu z atomem rozpraszajacym anomalnie,
mozna ja zastosowa¢ rowniez dla pierwiastkow o
stosunkowo stabym sygnale anomalnym, jesli tylko prog
absorpcji lezy w dostgpnym zakresie dlugosci fali. W
praktyce sa to pierwiastki cigzsze od wanadu. Tak wigc,
atomy w metodzie MAD nie musza by¢ bardzo cigzkie, a
szczegolnie dobrym przykladem jest selen, ktorego
efekty anomalne wynosza f" = 5 i f' = -9 elektronow.
Efekty te obserwuje si¢ przy warto$ciach A rézniacych
sie zaledwie 0 0.0002 A (réwnowazne 2.5 eV) w poblizu
A 0.979 A, co ilustruje wysokie wymagania
eksperymentalne odnosnie precyzji i powtarzalnosci
ustawienia dtugosci fali.
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Atrakcyjno$¢ selenu polega na tym, ze mozna go
stosunkowo tatwo wprowadzi¢ do biatka zastepujac
selenometioning  (Se-Met)  naturalny  aminokwas
metioning (Met) [31]. Dzigki postgpom inzynierii
genetycznej takie podstawienie odbywa sig dzi$
rutynowo 1 moze by¢ nawet przeprowadzone
automatycznie. Jako bakterii-fabryki (zwykle
Escherichia coli) produkujacej pozadane biatko uzywa
si¢ w tym celu szczepu auksotroficznego uzaleznionego
od metioniny. Jesli w pozywce zamiast Met bedzie Se-
Met, syntetyzowane biatko bedzie wyznakowane
selenem we wszystkich pozycjach sekwencji zajetych
przez metioning. Mozna rowniez uzy¢ zwyktych bakterii,
w ktorych zablokowano szlak biosyntezy metioniny.
Poniewaz Met pojawia si¢ w sekwencjach biatkowych z
czestoscia 2.5%, zwykle w wyznakowanym biatku jest
dos¢ atoméw Se do zastosowania metody MAD. Metoda
Se-Met MAD s$wigci dzi$ tryumfy jako metoda z wyboru
w badaniu bialek o catkowicie nowej strukturze, choc
poczatkowo przyjmowana byla ostroznie, raczej jako
ciekawostka naukowa. Pierwsza struktura biatkowa
rozwigzana metoda Se-MAD byla streptawidyna w
kompleksie z biotyna [39], ktorej pojedynczy atom siarki
zastapiono selenem. Pierwszym sukcesem klasycznego
podejscia Se-Met MAD byta struktura rybonukleazy H
[30] rozwiazana w celu rozwiklania pelnego
mechanizmu enzymatycznego odwrotnej transkryptazy
retrowirusa HIV.

Brom, ktorym mozna wygodnie modyfikowaé zasady
nukleinowe, moze spelni¢ w badaniach strukturalnych
kwaséw nukleinowych t¢ sama rolg co selen w
krystalografii biatek. Jeszcze bardziej atrakcyjny jest jon
bromkowy, ktéry mozna wprowadza¢ do krysztalow
makromolekut w wyniku szybkiego nasaczania [26],
dzigki czemu metoda Br-MAD ma potencjalne
zastosowanie w "wysokoprzepustowej" krystalografii
synchrotronowe;.

W klasycznej metodzie MAD nalezy zarejestrowaé
dane przy co najmniej dwoch dlugosciach fali. Coraz
popularniejsze staje si¢ jednak podejScie z jedna
dlugoscia fali (SAD), gdyz wysoka doktadnos¢
pomiaréw synchrotronowych pozwala na
wyekstrahowanie stabego sygnalu anomalnego nawet
gdy jest on zagluszany wysokim poziomem szumu.

W laboratorium NCI po raz pierwszy zastosowali$my
metode Se-Met MAD w 1994 roku do rozwigzania
struktury domeny katalitycznej integrazy retrowirusowej
[40]. Pomiary zostaly wykonane na linii F1 synchrotronu
CHESS (Uniwersytet Cornella). Byla to jedna =z
pierwszych, jesli nie pierwsza struktura rozwiazana
metoda MAD przez zewngtrznych uzytkownikow tej
linii.

Promieniowanie synchrotronowe jako motor postepu
metodologicznego

Promieniowanie synchrotronowe stato si¢ sita napedowa
dla szeregu nowoczesnych rozwiazan metodologicznych
w krystalografii bialek. Jedna z takich innowacji, ktora
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walnie przyczynita si¢ do poprawy jakosci danych
synchrotronowych, bylo wprowadzenie rutynowego
chtodzenia krysztalow do temperatury ok. 100 K w celu
zapobiezenia nagrzewaniu si¢ probki w czasie pomiaru i
zredukowania rozkladu krysztalu wywotanego efektami
jonizacyjnymi. Cho¢ kriokrystalografia interesowano si¢
od samego poczatku badan biatkowych, do praktyki
wprowadzit ja dopiero Hakon Hope pod koniec lat 1980
[41]. Poczatkowo chlodzenie obejmowalo w zasadzie
czas pomiaru, lecz praktyka wykazata, Ze jest to rowniez
idealny sposob przechowywania i transportu krysztatow
biatek. Metody niskotemperaturowe znalazly jedno z
pierwszych zastosowan przy badaniach dyfrakcyjnych
krysztatbw  rybosomow [42]. W  rozwiazaniach
technicznych niska temperatur¢ w miejscu krysztatu
uzyskuje si¢ na dyfraktometrze dzigki strumieniowi
gazowego azotu o temperaturze 100 K dostarczanego z
odpowiedniej dyszy. Ten sposob chlodzenia wymusit
zupelnie inny system montowania krysztatow do
pomiardw dyfrakcyjnych. Popularne dawniej zatopione
kapilary zawierajace krysztal w obecnosci kropelki
roztworu macierzystego wyszly juz catkowicie z uzycia.
Zamiast tego krysztatl zawiesza si¢ w btonce z roztworu
macierzystego w miniaturowej petelce wykonanej z
wlokienka nylonowego. Umieszczenie petelki  z
krysztatem w strumieniu zimnego azotu powoduje
momentalne zeszklenie wody, co redukuje niepozadane
rozpraszanie tla oraz znakomicie utrudnia penetracje
krysztatu przez wolne rodniki i tym samym przedluza
jego zywotno$¢ w intensywnej wiazce rentgenowskiej
[43]. Specjalne dodatki zwane krioprotektantami (np.
gliceryna) utrudniaja krystalizacje soli oraz wody
zawartych w krysztale biatkowym.

W laboratorium NCI wprowadziliSmy pomiary
niskotemperaturowe bardzo wczesnie, cho¢ nie wszystko
szto gtadko od samego poczatku. Na przyktad z powodu
braku standardow technicznych w tym czasie, sami
zaprojektowali$my 1 wykonaliSmy specjalne precyzyjne
podstawki magnetyczne do szybkiego montowania "krio-
petelek" na goniometrze bezposrednio w strumieniu
chlodzacego azotu. Pozniej bardzo podobne podstawki
staty si¢ standardem w calej kriobiokrystalografii za
sprawa wdrozenia komercyjnego, m.in. przez firmg
Hampton Research.

Ogromna intensywnos¢ promieniowania
rentgenowskiego generowanego przez synchrotrony
prowadzi zwykle do bardzo szybkiego zniszczenia
porzadku krystalicznego, co skutkuje gwattownym
spadkiem rozdzielczosci obrazu dyfrakcyjnego. Z punktu
widzenia chemicznego winne sg wolne rodniki
generowane W oddzialywaniu ~ promieniowania
jonizujacego z materia, ktore w wypelionym w polowie
woda krysztale biatkowym maja fantastyczne mozliwosci
btyskawicznego rozejscia si¢ po catym krysztale i
nieodwracalnej degradacji zawartego w nim delikatnego
materiatu  biatkowego. Warunki niskotemperaturowe,
dzigki ktorym obszar wodny ulega zestaleniu,
wprowadzono aby przeciwdzialaé tatwej dyfuzji wolnych
rodnikoéw, ale problem powrdcit przy zrodtach trzeciej
generacji. Niska temperatura moze spowolni¢ wtorne
efekty wolnorodnikowe, ale nie jest w stanie zapobiec
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zjawiskom  pierwotnym, tj. rozrywaniu wigzan
kowalencyjnych na  skutek absorpcji  kwantow
promieniowania X, widocznemu w rozpadzie mostkow
dwusiarczkowych 1 dekarboksylacji reszt kwasu
asparaginowego 1 glutaminowego [44]. Okazuje si¢
jednak, Zze "nie ma tego zlego, co by na dobre nie
wyszto", gdyz efekty uszkodzen radiacyjnych moga by¢
wykorzystane do uzyskania informacji fazowej metoda
RIP (Radiation-damage Induced Phasing) [45], w
podobny sposéb jak izomorficzna zmiana chemiczna
wykorzystywana jest w metodzie MIR.

Tzw. krystalografia Lauego jest tym dzialem
biokrystalografii, ktory stat si¢ mozliwy wytacznie dzigki
promieniowaniu synchrotronowemu. W metodzie tej
nieruchomy krysztal naswietlany jest btyskiem biatego

. polichromatycznego) promieniowania
rentgenowskiego, dzigki czemu mozliwe  jest
zarejestrowanie niemal kompletnego obrazu

dyfrakcyjnego w czasie zaledwie nanosekundowym.
Pionierami tej metody sa Keith Moffat [46], John
Helliwell [17] 1 Janos Hajdu [47]. Mozna ja wykorzysta¢
do badania struktury indywiduéw o krétkim czasie zycia
(np. produktéw posrednich reakcji enzymatycznych) lub
to monitorowania kinetyki przemian w krysztatach
bialek, np. wiazania lub dysocjacji ligandow w
mioglobinie [48]. Jesli uda si¢ znalezé sposob na
uwolnienie reakcji wszystkich czasteczek biatka w
krysztale w tym samym momencie (np. w wyniku btysku
laserowego), wowczas wykonujac nanosekundowe
zdjecia w odstgpach mikrosekund mozna bedzie
zarejestrowaé przebieg przemiany trwajacej np. jedna
milisekunde.

Bez promieniowania synchrotronowego niemozliwe
byloby rutynowe osiaganie rozdzielczo$ci atomowe;j
(zdefiniowanej jako 1.2 A), a tym bardziej subatomowe;j,
dla krysztatow biatek (Rys. 2B). Obecnie w PDB jest
ponad 1000 struktur o rozdzielczo$ci lepszej niz 1.2 A, w
tym okoto 20 struktur, dla ktorych zarejestrowano dane o
rozdzielczosci co najmniej 0.8 A (wszystkie z uzyciem
SR). Te struktury o najwyzszej rozdzielczos$ci sa jak
klejnoty w skarbcu biologii strukturalnej. Pozwalaja one
zlokalizowa¢ precyzyjnie kazdy atom czasteczki dzigki
dobrze zdefiniowanym maksimom na mapie ggstosci
elektronowej, a nawet ukazuja elektrony wiazan i atomy
wodoru (Rys. 3). Ten ostatni aspekt jest bardzo wazny,
gdyz atomy wodoru, cho¢ odgrywaja kluczowa rolg w
mechanizmach reakcji enzymatycznych, nie moga by¢
zlokalizowane w strukturach o nizszej rozdzielczosci.
Rekordowa rozdzielczos¢ 0.54 A osiagnigto dla malego
biatlka zwanego krambing [49]. Jednak w grupie
rekordzistow sa tez wigksze biatka, np. lizozym czy
reduktaza aldozy, ktorych struktury wyznaczono z
rozdzielczoscia 0.65 A [50] i 0.66 A [51]. Przy tym
poziomie rozdzielczosci struktury makromolekularne nie
tylko osiagaja ale przekraczaja standardy typowe dla
krystalografii matych czasteczek. W dwoch pionierskich
projektach dotyczacych krambiny [49] i1 reduktazy
aldozy [52], udalo si¢ udoktadni¢ parametry multipolowe
makroczasteczek, ktore ukazuja rozktad elektronéw na
orbitalach wiazacych i deformacjg tadunku atoméw w
odniesieniu do przyblizonego atomu sferycznego. Te
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bezprecedensowe  osiagnigcia  umozliwiaja  opis
makroczasteczek na nieznanym dotad poziomie
doktadnosci.

Rys. 3. Fragment struktury inhibitora y-sekretazy
udoktadnionej z rozdzielczoécia 0.7 A na podstawie
synchrotronowych danych dyfrakcyjnych. Niebieska
mapa gestosci elektronowej pokazuje precyzyjna
definicj¢ atoméw niewodorowych modelu. Réznicowa
mapa pomaranczowa ujawnia polozenia atomow
wodoru, ktore nie zostaly jeszcze ujete w modelu.
Rysunek przygotowat A. Czerwinski.

Kolejnym obszarem nauki, gdzie postgp zalezy
krytycznie od dostepnosci promieniowania
synchrotronowego dla pomiarow dyfrakcyjnych, jest
genomika strukturalna, ktora stawia sobie za cel masowe
rozwiagzanie maksymalnej liczby nowych struktur
biatlkowych w jak najkrotszym czasie. Niektore centra
genomiki  strukturalnej rozwiazuj¢ obecnie jedna
strukture biatkowa co drugi dzien [53]. Ilo§¢ danych jaka
si¢ za tym kryje nie mogtaby by¢ nigdy osiagnigta przy
pomocy konwencjonalnych zréodet promieniowania
rentgenowskiego.

Dziedzina o szczegélnym znaczeniu dla przemystu
farmaceutycznego, ale i dla zwyklego czlowieka, jest
poszukiwanie nowych molekul-kandydatow, ktore
dalyby w wyniku optymalizacji lek doskonaty. Czgsto
molekute "poczatkowa" znajduje si¢ prowadzac reakcje
"celu farmakologicznego" (np. enzymu) z koktajlem
mozliwych ~ molekut  [54].  Wyselekcjonowanie
najlepszych sposrod setek kandydatow odbywa sig
poprzez badanie struktury utworzonych kompleksow.
Podejscie to jest mozliwe tylko w trybie
"wysokoprzepustowym" przy uzyciu promieniowania
synchrotronowego.
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"Podroze w nieznane"

Na koniec warto wymieni¢ kilka niezwyktych osiagnigc,
mozliwych jedynie dzigki wykorzystaniu
promieniowania  synchrotronowego.  Przyktadowo,
mozliwe bylo zarejestrowanie obrazu dyfrakcyjnego od
krysztatbw o gigantycznych wymiarach komorki
elementarnej, 1255 A w przypadku rdzenia czastki
reowirusowej [55] i 1123 A w przypadku adaptora
klatryny [56]. Stosujac mikrowiazke synchrotronowa
zarejestrowano dane dyfrakcyjne o rozdzielczosci 2 A
dla naturalnych krystalitow o wielkosci 2 pum

zawierajacych cypowirus, wydobytych z komorek
owadzich [57].
I wreszcie badania z wykorzystaniem

promieniowania synchrotronowego uwienczone Nagroda
Nobla. W roku 2009 nagrod¢ w dziedzinie chemii
uzyskali Venkatraman Ramakrishnan, Thomas Steitz i
Ada Yonath za wyjasnienic na podstawie badan
krystalograficznych — struktury atomowej 1 funkcji
rybosomu [58-61]. Ada Yonath przez 30 lat, a dwie
pozostate grupy przez kilkanascie lat zmagaty si¢ z
krysztatami rybosoméw, wykorzystujac w tym celu
niemal kazda synchrotronowa lini¢ biatlkowa na $wiecie.
Rowniez wczesniejsze Nagrody Nobla z chemii
uhonorowaly badania z uzyciem promieniowania
synchrotronowego, poczynajac od Johna Walkera (1997),
ktory wyjasnit mechanizm syntezy ATP [62,63]. Dane
dyfrakcyjne dla krysztatdw ATPazy F, zarejestrowano na

HE Ouontww

Bl T s

synchrotronie SRS w Daresbury uzywajac plyty
obrazowe]j podarowanej przez Hendrixa i Lentfera. Dane
rejestrowano dla  ogromnej liczby  nietrwatych
krysztatdéw, montowanych w kapilarach i chtodzonych do
4°C. Kolejne zwigzane z  promieniowaniem
synchrotronowym Nagrody Nobla otrzymali Roderick
MacKinnon (2003) za okreslenie struktury i dzialania
btonowego kanatu potasowego [64] oraz Roger Kornberg

(2006) za  wyjasnienie  podstaw  strukturalnych
transkrypcji DNA [65].
Perspektywy zastosowan promieniowania

synchrotronowego w krystalografii bialek

W  latach 1990. postgp naukowy 1 techniczny
doprowadzit do powstania zrddet synchrotronowych
trzeciej generacji charakteryzujacych si¢ wigksza
srednica pierScienia (~1 km) oraz znacznie wyzsza
jasno$cia 1 stabilnoécia promieniowania. Urzadzenia
takie zbudowano w Grenoble (ESRF), Chicago (APS) i
w Japonii (Spring8), a nieco pozniej w Szwajcarii (SLS),
Wielkiej Brytanii (DIAMOND), Francji (SOLEIL) i
Niemczech (PETRA III). W ten sposob liczba linii
synchrotronowych do badan dyfrakcyjnych
makromolekut (Rys. 4) osiagngta 100 (Tabela 1), przy
czym dalsze sa w budowie lub w stadium projektowym.
Zrédta synchrotronowe sa dzi§ podstawowym zrédlem
danych dyfrakcyjnych dla krystalografii  biatek
(Rys. 1B).

Rys. 4. Stacja pomiarowa ID14 do badan krystalograficznych makromolekut synchrotronu ESRF w
Grenoble. Zawieszony w malenkiej pgtelce krysztat biatka umieszczony jest jednoczesnie w wiazce
promieniowania rentgenowskiego i w strumieniu ochtodzonych par azotu. Obraz dyfrakcyjny rejestruje
kamera CCD. Zdjecie uzyskano dzieki uprzejmosci dr D. Halla.
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Tabela 1. Linie synchrotronowe stuzace krystalografii biatek.

ALS (Advanced Light Source), Lawrence Berkeley National
Laboratory

2 APS (Advanced Photon Source), Argonne National
Laboratory

3 Australian Synchrotron

4  BESSYII

5 BSRF

6  CAMD (Center for Advanced Microstructures and Devices),

7 CHESS (Cornell High Energy Synchrotron Source), Cornell
University

8  CSRF (Canadian Synchrotron Radiation Facility)

9  DIAMOND

10 ELETTRA

11 EMBL/MPG (European Molecular Biology Laboratory/Max-
Planck Gesellschaft); DESY

12 ESRF (European Synchrotron Radiation Facility)

13 LNLS (National Synchrotron Light Laboratory)

14 MAX, Lund University

15  NSLS (National Synchrotron Light Source), Brookhaven
National Laboratory

16 NSRRC (National Synchrotron Radiation Research Center)

17 PAL,

18  Photon Factory,

19 SLS (Synchrotron Light Source), Paul Scherrer Institute

20 SOLEIL

21 Spring-8, Super Photon Ring 8

22 SSRL (Stanford Synchrotron Light Source), Stanford

Jeszcze

University

bardziej zaawansowane

sg urzadzenia

Berkeley, USA

Argonne, USA

Melbourne, Australia
Berlin, Niemcy
Beijing, Chiny

Baton Rouge, USA
lthaca, USA

Saskatoon, Kanada

Harwell Chilton Science
Campus, WIk. Brytania

Trieste, Wtochy

Hamburg, Niemcy

Grenoble, Francja
Campinas, Brazylia
Lund, Szwecja
Brookhaven , USA

Hsinchu, Tajwan
Pohang, Korea
Tsukuba, Japonia
Villigen, Szwajcaria
Saint-Aubin, Francja

Japonia

USA

422,50.1,5.02,5.0.3,82.1,82.2,83.1

14BM-C, 14BM-D, 14ID-B, 17BM, 171D, 19BM,
191D, 21ID-D, 21ID-E, 21ID-F, 21ID-G, 22BM,
221D, 23BM-B, 23ID-B, 23ID-D, 24BM, 24ID-C,
24ID-E, 311D

MX1, MX2
14.1,14.2,143
3W1A, 1W2B
GCPCC

A1, F1,F2

08ID-1
102, 103, 104, 104-1, 24

5.2R
BW7A, BW7B, X11, X12, X13, BW6

ID14-1, ID14-2, ID14-4, ID23-1, ID23-2, ID29
D03, WO1B
1711,1911-2, 1911-3, 1911-4, 1911-5,

X3A, X4A, X4C, X6A, X8C, X12B, X12C, X25,
X26C, X29A

BL13B1, BL13C1, BL17B2

4A, 6B, 6C1

BL-5A, BL-6A, BL-17A, BL18-B, AR-NW12A
X06SA, X10SA, X06DA

PROXIMA1, PROXIMA2

BL12B2, BL24XU, BL26B1, BL26B 2, BL32B2,
BL38B1, BL40B2, BL41XU, BL44XU, BL45XU

BL1-5, BL7-1, BL9-1, BL9-2, BL11-1, BL12-2

urzadzeniach promieniowania rentgenowskiego jest tak

czwartej generacji o charakterze akceleratorow liniowych
typu laserowego, budowane w Hamburgu oraz dziatajace
juz w Stanford. Jasno$¢ dostarczanego przez nie
promieniowania rentgenowskiego jest o 10 rzedow
wielkosci wigksza, umozliwiajac badanie ogromnych
komplekséw makromolekularnych, catych komorek
biologicznych, oraz nanomateriatéw nieperiodycznych
[66]. W laserze rentgenowskim na swobodnych
elektronach (XFEL), strumien elektronéow nie krazy w
pierscieniu lecz jest przyspieszany do predkosci
podswietlnych w akceleratorze liniowym o diugosci do
kilku kilometréw, przechodzac przez szereg wngk
rezonansowych lub przez bardzo dlugi ondulator.
Poniewaz dochodzi do rezonansu pomigdzy elektronami
a polem elektromagnetycznym przez nie wywotanym,
mozliwa jest akcja laserowa czyli efekt amplifikacji
$wiatla. Poziom energii generowanego w tych
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ogromny, ze nie wiemy jeszcze, czZy umieszczone w nim
makromolekuly biologiczne "przezyja" wystarczajaco
dhugo, aby eksperymentator zdazyt zarejestrowac swoje
dane. Podobne problemy biologia synchrotronowa
skutecznie rozwiazala w przesztosci, wigc 1 z tymi
wyzwaniami na pewno sobie poradzi. Rewolucja, ktéra
zapoczatkowato wprowadzenie promieniowania
synchrotronowego jako narzgedzia badawczego w
biologii  strukturalnej dopiero sig zaczgla. Bez
watpienia czekaja nas jeszcze odkrycia, o jakich nam
si¢ nawet nie $nitlo, prowadzace do lepszego
zrozumienia struktur 1 mechanizméw atomowych,
ktore okreslamy jako "zycie". A lepsze zrozumienie
to nie tylko satysfakcja intelektualna uczonych, ale
robwniez  postgp  cywilizacyjny,  szczegOlnie w
obszarach takich jak zdrowie, a wigc dotyczacych nas
wszystkich.



Synchrotron Radiation in Natural Science Vol. 9, No. 1 —2 (2010)

Literatura

[1] F.L. Hinefeld, in Chemismus in der Thierischen
Organisation, (Leipzig, 1840), p. 160.

[2] E.T. Reichert, A.P. Brown, The differentiation and
specificity of corresponding proteins and their vital
substances in relation to biological classification and
organic evolution. (Carnegie Institution of Washington,
Washington DC, 1909).

[3] J.C. Kendrew, G. Bodo, H.M. Dintzis, R.G. Parrish, H.

Wyckoff, D.C. Phillips, "A three-dimensional model of the

myoglobin molecule obtained by x-ray analysis", Nature

181 (1958) 662-666.

J.C. Kendrew, R.E. Dickerson, B.E. Strandberg, R.G. Hart,

D.R. Davies, D.C. Phillips, V.C. Shore, "Structure of

myoglobin. A three-dimensional Fourier synthesis at 2 A

resolution", Nature 185 (1960) 422—-427.

M.F. Perutz, M.G. Rossmann, A.F. Cullis, H. Muirhead, G.

Will, A.C.T. North, "Structure of haemoglobin. A three-

dimensional fourier synthesis at 5.5-A resolution, obtained

by X-ray analysis", Nature 185 (1960) 416—421.

[6] W.T. Astbury, A. Street, "X-ray studies of the structure of
hair, wool, and related fibres", Phil. Trans. Roy. Soc. A 230
(1932) 75-101.

[7] 1.D. Bernal, D. Crowfoot, "X-ray photographs of crystalline
pepsin.", Nature 133 (1934) 794-795.

[8] J.D. Bernal, "Structure of proteins", Nature 143 (1939)
663—-667.

[9] Protein Data Bank, Nature New Biol. 233 (1971) 223.

[10] Protein Data Bank, Acta Crystallogr. B 29 (1973) 1746.

[11]J.D. Watson, F.H.C. Crick, "Molecular structure of nucleic
acids; a structure for deoxyribose nucleic acid", Nature 171
(1953) 737-738.

[12] R.E. Franklin, R.G. Gosling, "Molecular configuration in
sodium thymonucleate", Nature 171 (1953) 740-741.

[13] HM. Berman, J. Westbrook, Z. Feng, G. Gilliland, T.N.
Bhat, H. Weissig, I.N. Shindyalov, P.E. Bourne, "The
Protein Data Bank", Nucleic Acids Res. 28 (2000)
235-242.

[14]J. Schwinger, "On the classical radiation of accelerated
electrons.", Phys. Rev. 12 (1949) 1912—-1925.

[15] D. Bourgeois, A. Royant, "Advances in kinetic protein
crystallography", Curr. Opin. Struct. Biol. 15 (2005)
538-547.

[16] M. Schiltz, G. Bricogne, "Exploiting the anisotropy of
anomalous scattering boosts the phasing power of SAD and
MAD experiments", Acta Crystallogr. D 64 (2008)
711-729.

[17]1J.R. Helliwell, Macromolecular Crystallography With
Synchrotron Radiation, (Cambridge University Press,
1992).

[18] C. Abad-Zapatero, "Notes of a protein crystallographer;
our unsung heroes", Structure 12 (2004) 523-527.

[19]1 G. Rosenbaum, K.C. Holmes, J. Witz, "Sychrotron
radiation as a source for x-ray diffraction", Nature 230
(1971) 434-437.

[20] K.C. Holmes, G. Rosenbaum, "How X-ray diffraction with
synchrotron radiation got started", J. Synchrotron Rad. 5
(1998) 147-153.

[21] T.D. Mokulskaya, M.A. Mokulskii, A.A. Nikitin, V.V.
Anashin, G.N. Kuplipanov, V.A. Lukashev, A.N. Skrinskii,

15

"[Utilization of the storage ring VEPP-3 for X-ray
studies]", Dokl. Akad. Nauk SSSR 218 (1974) 824-827.

[22] F.W. Lytle, "The EXAFS family tree: a personal history of
the development of extended X-ray absorption fine
structure", J. Synchrotron Rad. 6 (1999) 123—-134.

[23]J.C. Phillips, A. Wlodawer, M.M. Yevitz, K.O. Hodgson,
"Applications of synchrotron radiation to protein
crystallography: preliminary results", Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 73 (1976) 128-132.

[24] A. Herzenberg, H.S.M. Lau, "Anomalous scattering and
the phase problem", Acta Crystallogr. 22 (1967) 24-28.
[25]J.C. Phillips, A. Wlodawer, J.M. Goodfellow, K.D.

Watenpaugh, L.C. Sieker, L.J. Jensen, K.O. Hodgson,
"Applications of synchrotron radiation to protein
crystallography II: Anomalous scattering, absolute intensity

and polarization", Acta Crystallogr. A33 (1977) 445-455.

[26] Z. Dauter, M. Dauter, K.R. Rajashankar, "Novel approach
to phasing proteins: derivatization by short cryo soaking
with halides", Acta Crystallogr. D56 (2000) 232-237.

[27]1 JM. Guss, E.A. Merritt, R.P. Phizackerley, B. Hedman,
M. Murata, K.O. Hodgson, H.C. Freeman, "Phase
determination by multiple-wavelength x-ray diffraction:
crystal structure of a basic 'blue' copper protein from
cucumbers", Science 241 (1988) 806—811.

[28] S. Harada, M. Yasui, K. Murakawa, N. Kasai, Y. Satow,
"Crystal-structure analysis of cytochrome-C' by the
multiwavelength anomalous diffraction method using
synchrotron radiation", J. Appl. Crystallogr. 19 (1986)
448-452.

[29] Z.R. Korszun, "The tertiary structure of azurin from
Pseudomonas denitrificans as determined by Cu resonant
diffraction using synchrotron radiation", J. Mol. Biol. 196
(1987) 413-419.

[30] W. Yang, W.A. Hendrickson, R.J. Crouch, Y. Satow,
"Structure of ribonuclease H phased at 2 A resolution by
MAD analysis of the selenomethionyl protein", Science 249
(1990) 1398-1405.

[31] W.A. Hendrickson, J.R. Horton, D.M. LeMaster,
"Selenomethionyl proteins produced for analysis by
multiwavelength anomalous diffraction (MAD): a vehicle
for direct determination of three dimensional structure",
EMBO J. 9 (1990) 1665-1672.

[32] W.A. Hendrickson, "Determination of macromolecular
structures from anomalous diffraction of synchrotron
radiation", Science 254 (1991) 51-58.

[33] Y. Okaya, R. Pepinsky, "New formulation and solution of
the phase problem in X-ray analysis of noncentric crystals
containing anomalous scatterers", Phys. Rev. 103 (1956)
1645-1647.

[34] C.M. Mitchell, "Phase determination by
wavelength method of Okaya & Pepinsky",
Crystallogr. 10 (1957) 475-476.

[35] J. Karle, "Some developments in anamalous dispersion for
the structural investigation of macromolecular systems in
biology.", Int. J. Quant. Chem. ST (1980) 357-367.

[36] W.A. Hendrickson, "Analysis of protein structure from
diffraction measurements at multiple wavelengths.", Trans
Am. Crystallogr. Assoc. 21 (1985) 11-21.

[37] R. Kahn, R. Fourme, R. Bosshard, M. Chiadmi, J.L. Risler,
O. Dideberg, J.P. Wery, "Crystal structure study of
Opsanus tau parvalbumin by multiwavelength anomalous
diffraction", FEBS Lett. 179 (1985) 133-137.

the two-
Acta



Synchrotron Radiation in Natural Science Vol. 9, No. 1 —2 (2010)

[38] W.A. Hendrickson, J.L. Smith, R.P. Phizackerley, E.A.
Merritt, "Crystallographic structure analysis of lamprey
hemoglobin from anomalous dispersion of synchrotron
radiation", Proteins 4 (1988) 77-88.

[39] W.A. Hendrickson, A. Pahler, J.L. Smith, Y. Satow, E.A.
Merritt, R.P. Phizackerley, "Crystal structure of core
streptavidin determined from multiwavelength anomalous
diffraction of synchrotron radiation", Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86 (1989) 2190-2194.

[40] G. Bujacz, M. Jaskolski, J. Alexandratos, A. Wlodawer, G.
Merkel, R.A. Katz, A.M. Skalka, "High resolution structure
of the catalytic domain of the avian sarcoma virus
integrase", J. Molec. Biol. 253 (1995) 333-346.

[411H. Hope, "Cryocrystallography  of  biological
macromolecules: a generally applicable method", Acta
Crystallogr. D 44 (1988) 22-26.

[42] H. Hope, F. Frolow, K. von Bohlen, I. Makowski, C.
Kratky, Y. Halfon, H. Danz, P. Webster, K.S. Bartels, H.G.
Wittmann, "Cryocrystallography of ribosomal particles",
Acta Crystallogr. B 45 (1989) 190-199.

[43] T.-Y. Teng, "Mounting of crystals for macromolecular
crystallography in a free-standing thin film.", J. Appl.
Cryst. 23 (1990) 387-391.

[44] M. Weik, R.B. Ravelli, G. Kryger, S. McSweeney, M.L.
Raves, M. Harel, P. Gros, I. Silman, J. Kroon, J.L.
Sussman, "Specific chemical and structural damage to
proteins produced by synchrotron radiation", Proc. Natl.
Acad. Sci. US4 97 (2000) 623-628.

[45]R.B. Ravelli, HK. Leiros, B. Pan, M. Caffrey, S.
McSweeney, "Specific radiation damage can be used to
solve macromolecular crystal structures", Structure 11
(2003) 217-224.

[46] K. Moffat, D. Szebenyi, D. Bilderback, "X-ray Laue
Diffraction from Protein Crystals", Science 223 (1984)
1423-1425.

[47]J. Hajdu, P.A. Machin, J.W. Campbell, T.J. Greenhough,
1.J. Clifton, S. Zurek, S. Gover, L.N. Johnson, M. Elder,
"Millisecond X-ray diffraction and the first electron density
map from Laue photographs of a protein crystal", Nature
329 (1987) 178-181.

[48] M. Milani, M. Nardini, A. Pesce, E. Mastrangelo, M.
Bolognesi, "Hemoprotein time-resolved X-ray
crystallography", [UBMB Life 60 (2008) 154—158.

[49] C. Jelsch, M.M. Teeter, V. Lamzin, V. Pichon-Pesme,
RH. Blessing, C. Lecomte, "Accurate protein
crystallography at ultra-high resolution: Valence electron
distribution in crambin", Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97
(2000) 3171-3176.

[50]J. Wang, M. Dauter, R. Alkire, A. Joachimiak, Z. Dauter,
"Triclinic lysozyme at 0.65 A resolution", Acta Crystallogr.
D 63 (2007) 1254—-1268.

[51] E.I. Howard, R. Sanishvili, R.E. Cachau, A. Mitschler, B.
Chevrier, P. Barth, V. Lamour, M. Van Zandt, E. Sibley, C.
Bon, D. Moras, T.R. Schneider, A. Joachimiak, A.
Podjarny, "Ultrahigh resolution drug design I: details of
interactions in human aldose reductase-inhibitor complex at
0.66 A", Proteins 55 (2004) 792-804.

[52] B. Guillot, C. Jelsch, A. Podjarny, C. Lecomte, "Charge-
density analysis of a protein structure at subatomic
resolution: the human aldose reductase case", Acta

16

Crystallogr. D 64 (2008) 567-588.

[53] M. Grabowski, M. Chruszcz, M.D. Zimmerman, O.
Kirillova, W. Minor, "Benefits of structural genomics for
drug discovery research", Infect. Disord. Drug Targets 9
(2009) 459-474.

[54] T.L. Blundell, B.L. Sibanda, R.W. Montalvao, S.
Brewerton, V. Chelliah, C.L. Worth, N.J. Harmer, O.
Davies, D. Burke, "Structural biology and bioinformatics in
drug design: opportunities and challenges for target
identification and lead discovery", Philos. Trans. Roy. Soc.
Lond. B Biol. Sci. 361 (2006) 413—423.

[55] K.M. Reinisch, M.L. Nibert, S.C. Harrison, "Structure of
the reovirus core at 3.6 A resolution", Nature 404 (2000)
960-967.

[S6] E.E. Heldwein, E. Macia, J. Wang, H.L. Yin, T.
Kirchhausen, S.C. Harrison, "Crystal structure of the
clathrin adaptor protein 1 core", Proc. Natl. Acad. Sci. U S
A 101 (2004) 14108—-14113.

[57] F. Coulibaly, E. Chiu, K. Tkeda, S. Gutmann, P.W. Haebel,
C. Schulze-Briese, H. Mori, P. Metcalf, "The molecular
organization of cypovirus polyhedra", Nature 446 (2007)
97-101.

[58] B.T. Wimberly, D.E. Brodersen, W.M. Clemons, Jr., R.J.
Morgan-Warren, A.P. Carter, C. Vonrhein, T. Hartsch, V.
Ramakrishnan, "Structure of the 30S ribosomal subunit",
Nature 407 (2000) 327-339.

[59]F. Schluenzen, A. Tocilj, R. Zarivach, J. Harms, M.
Gluehmann, D. Janell, A. Bashan, H. Bartels, I. Agmon, F.
Franceschi, A. Yonath, "Structure of functionally activated
small ribosomal subunit at 3.3 A resolution", Cell 102
(2000) 615-623.

[60] N. Ban, P. Nissen, J. Hansen, P.B. Moore, T.A. Steitz,
"The complete atomic structure of the large ribosomal
subunit at 2.4 A resolution", Science 289 (2000)
905-920.

[61] M. Selmer, C.M. Dunham, F.V. Murphy, A. Weixlbaumer,
S. Petry, A.C. Kelley, J.R. Weir, V. Ramakrishnan,
"Structure of the 70S ribosome complexed with mRNA and
tRNA", Science 313 (2006) 1935-1942.

[62] J.P. Abrahams, A.G.W. Leslie, R. Lutter, J.E. Walker,
"Structure at 2.8 A resolution of F;-ATPase from bovine
heart mitochondria", Nature 370 (1994) 621-628.

[63] J.P. Abrahams, A.G. Leslie, "Methods used in the structure
determination of bovine mitochondrial F1 ATPase", Acta
Crystallogr. D 52 (1996) 30-42.

[64] Y. Jiang, A. Lee, J. Chen, M. Cadene, B.T. Chait, R.
MacKinnon, "Crystal structure and mechanism of a
calcium-gated potassium channel", Nature 417 (2002)
515-522.

[65] P. Cramer, D.A. Bushnell, R.D. Kornberg, "Structural
basis of transcription: RNA polymerase II at 2.8 angstrom
resolution", Science 292 (2001) 1863—1876.

[66] M. Bergh, G. Huldt, N. Timneanu, F.R. Maia, J. Hajdu,
"Feasibility of imaging living cells at subnanometer
resolutions by ultrafast X-ray diffraction", Q. Rev. Biophys.
41 (2008) 181-204.



