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1. Podstawy krystalografii rentgenowskiej

Badanie obiektéw przy pomocy promieniowania elektromagnetycznego, wymaga zastosowania fal o dtugosciach
poréwnywalnych z rozmiarem obserwowanego obiektu. Rozmiary atoméw i diugosci wigzann miedzy nimi mieszczg sie w
przedziale okoto 1-3,5 A. 1A wynosi érednica atomu wodoru, 2-4 — 3,54 dtugosci maja wigzania wodorowe, typowe dtugosci
wigzania C-C w czasteczkach biatka mieszcza sie w przedziale 1,3-1,6A[1]. Badanie obiektéw takich rozmiaréw wymaga

zastosowanie promieniowania rentgenowskiego.

Rezultatem eksperymentu krystalograficznego nie jest jednak obraz atoméw, lecz mapa gestosci elektronowej w
czasteczce. Dzieje sie tak dlatego, ze promieniowanie elektromagnetyczne oddziatuje z materia poprzez pole
elektromagnetyczne. Intensywnos¢ rozproszonego promieniowania jest proporcjonalna do stosunku tadunku do masy, zatem
elektrony, ktére sg kilka tysiecy razy lzejsze od protondw i jader atomowych oddziatuja z promieniowaniem
elektromagnetycznym duzo silniej. Poniewaz predkosé¢ elektrondw jest wielokrotnie wieksza od szybkosci zmian pola
elektrycznego obserwuje sie nie pojedyncze elektrony, lecz usredniony w czasie rozktad elektrondw w atomie. Poniewaz
elektrony sa skupione wokot jader atomowych i wigzan gestos¢ elektronowa dosé dobrze odwzorowuje ksztatt czasteczki.

Rozpraszanie promieniowania przez pojedynczg czasteczke jest bardzo stabe, zatem trudne do wykrycia i zmierzenia
ponad poziomem szumow, pochodzacych od rozpraszania przez czgsteczki wody i powietrza. W krysztatach duza liczba
czasteczek jest uporzadkowana w przestrzeni, wiec rozproszone przez poszczegdlne czgsteczki promieniowanie jest zgodne w
fazie, zatem zachodzi konstruktywna interferencja, i intensywnos¢ refleksdw dodaje sie tworzac fale o mierzalnej

intensywnosci. Krysztat dziata jak wzmacniacz.

Oczywiscie jezeli w pewnych kierunkach dojdzie do wzmocnienia intensywnosci promieniowania odbitego na skutek
interferencji, to w innych musi dojs¢ do wygaszenia, dlatego obraz dyfrakcji krysztatu jest nieciggty i sktada sie z pojedynczych

kropek.

i i =

T e e
Rys. 1: Obraz dyfrakcyjny krysztatu biatka.

1.1. Dyfrakcja promieniowania na krysztatach

Gdy fala elektromagnetyczna rozprasza sie na elektronach czgsteczek tworzacych krysztat fale ugiete na poszczegdlnych
elektronach interferujg ze sobg. W zaleznosci od wzajemnego potfozenia elektronéw w przestrzeni i kata padania fali efektem

interferencji moze by¢é wzmocnienie fali, wygaszenie fali, lub co$ pomiedzy. Co sie stanie zalezy od catkowitej drogi, jaka fala
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przebywa od Zrodta do detektora. Jezeli roznica dtugosci drog dla dwdch fal rozproszonych na dwdch réznych elektronach jest
wielokrotnoscig dtugosci fali, wtedy fale rozproszone bedg zgodne w fazie i na skutek interferencji nastagpi wzmocnienie fali,
jezeli réznica drog bedzie wielokrotnoscia fali plus po6t dtugosci fali, wtedy nastgpi wygaszenie fali. Warunek na konstruktywng
interferencje mozna fatwo wyprowadzié, wyobrazajgc sobie, ze fale obijajg sie od ptaszczyzny przechodzacej przez atomy, te
pfaszczyzne nazywa sie ptaszczyzng Bragga, mozna o niej mysleé, jak o lustrze od ktdrego odbija sie promieniowanie.

Kiedy réwnolegta wigzka promieniowania odbija sie od lustra kat padania jest rowny katowi odbicia, to samo dotyczy
pfaszczyzn Bragga, a jesli padajgca wigzka jest w fazie, to wigzka odbita tez jest w fazie, niezaleznie od miejsca, w ktorym

odbity sie poszczegdlne fale. Schemat przedstawiony na rys. 2 Wyjasnia dlaczego.

Rys. 2: Dyfrakcja od ptaszczyzny [2]

Padajgca wigzka jest w fazie, to znaczy, ze w punktach a i b obie padajgce fale majg te sama faze. Odcinki bc i ad sg sobie
réwne, poniewaz tréjkaty abc i acd sg przystajace. Zatem promienie odbite w punktach a i c przebywajg te samg droge, wiec

wigzka odbita od ptaszczyzny jest zgodna w fazie.

Jezeli fale odbite od jednej ptaszczyzny musza miec identyczne drogi, zeby by¢ w fazie, to fale odbite od rdéznych
ptaszczyzn, muszg miec rézne drogi, a réznica drég musi by¢ rowna wielokrotnosci dtugosci fali. Prawo Braggow moéwi, w

jakich odlegtosciach od siebie muszg znajdowac sie ptaszczyzny rozpraszania, aby rozproszona wigzka byta w fazie.

Rys. 3: Schemat ilustrujgcy prawo Braggow [2].

Réznica dtugosci drég fal odbitych od roznych ptaszczyzn wynosi 2 L (rys. 3) i zalezy od kata padania, L=dsin0,

zatem prawo Braggdw przyjmuje postaé:
nA=2dsinf (1)

Z prawa Braggéw wynika, ze wraz ze wzrostem kata rozpraszania, odlegto$¢ miedzy ptaszczyznami Bragga, czyli d , musi
maleé, zeby rdznica drég optycznych byta rowna dtugosci fali. To oznacza, ze im wiekszy jest kat rozpraszania tym mniejsze sg
rozmiary detali, ktére mozemy ,,zobaczy¢” przy pomocy pomiarow dyfrakcyjnych.

Ta odwrotna proporcjonalno$¢ powoduje, ze dane dyfrakcyjne analizuje sie zwykle w tak zwanej przestrzeni

odwrotnej(reciprocal space). Im dalej od siebie sg obiekty w przestrzeni odwrotnej, tym blizej siebie s3 one w przestrzeni
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rzeczywistej, pod tym wiekszym katem rejestruje sie refleksy od tych obiektdw i tym czulszy na drobne szczegdty jest obraz
dyfrakcyjny.

Jak wspomniano wczesniej, krysztat dziata jak wzmacniacz promieniowanie rozproszonego, dzieki zjawisku interferencji.
Zeby doszto do konstruktywnej interferencji promieniowanie rozproszone na poszczegdlnych komdérkach elementarnych
krysztatu musi by¢ zgodne w fazie, zatem ptaszczyzny Bragga muszg przebiega¢ przez te same punkty, we wszystkich
komérkach elementarnych krysztatu.

Jezeli obiekty znajdujgce sie na ptaszczyznie Bragga rozpraszajag w fazie, to obiekty znajdujace sie miedzy tymi
ptaszczyznami beda rozpraszac nie w fazie, a przesuniecie fazowe bedzie proporcjonalne do odlegtosci obiektu od ptaszczyzny.
Zatem pojedynczy eksperyment dyfrakcyjny pozwala wyznaczy¢ wzgledne odlegtosci obiektow od ptaszczyzn Bragga. Jezeli
wszystkie obiekty bedg znajdywaty sie na ptaszczyznach Bragga, na obrazie dyfrakcyjnym pojawi sie jedna plamka. Jesli
potowa obiektow bedzie sie znajdowata na ptaszczyznach Bragga, a druga potowa, na ptaszczyznach rownolegtych, doktadnie
w potowie odlegtosci miedzy ptaszczyznami Bragga, to te dwa zbiory obiektdw, nie bedg rozpraszaty w fazie, a przesuniecie
fazowe od drugiego zbioru obiektow, wyniesie doktadnie pot dtugosci fali, zatem nastgpi destruktywna interferencja. Na
obrazie dyfrakcyjnym nic sie nie zmieni. Jezeli druga potowa obiektéw bedzie sie znajdowata w innej odlegtosci niz d/2,
przesuniecie fazowe rozproszonego promieniowania bedzie gdzie$ pomiedzy 0 a A/2, zatem fala rozproszona wniesie swoj
przyczynek do interferencji, na obrazie dyfrakcyjnym zmieni sie intensywnos¢ plamki.

Obraz dyfrakcyjny jest zwigzany z obiektem, na ktdrym promieniowanie sie rozproszyto poprzez transformacje Fouriera.
Zatem, traktujac gestos¢ elektronowg jako funkcje matematyczna, obraz dyfrakcyjny jest transformacjg Fouriera gestosci
elektronowej. Wiekszos¢ funkcji matematycznych, ma swoje funkcje odwrotne np sinus i arcus sinus, transformata Fouriera
nie jest wyjatkiem. To oznacza, ze gestos¢ elektronowa jest odwrotng transformacjg Fouriera obrazéw dyfrakcyjnych. Zatem
wystarczy tylko policzy¢??

Niestety nie tak prosto. Zeby policzy¢ gestoséé elektronowg trzeba zna¢ amplitude i faze fal rozproszonych na tej gestosci
elektronowej. Ale to co jest mierzone podczas eksperymentu, to liczba fotonédw padajgcych w kazdy punkt ekranu. Liczba
fotondéw wyznacza natezenie danego refleksu, a natezenie jest proporcjonalne do amplitudy padajacej fali, ale nie istnieje,

zadna bezposrednia metoda eksperymentalna pozwalajgca wyznaczy¢ fazy padajgcych fal. Jest to tak zwany problem fazowy?2.

1.2. Problem fazowy

Poza uzyskaniem dobrze rozpraszajacego krysztatu biatka, problem fazowy jest czesto, drugim waskim gardtem w
krystalografii biatek.

Zeby zrozumieé, dlaczego fazy ,znikaja” w czasie eksperymentu dyfrakcyjnego, nie wystarczy falowy obraz $wiatfa.
Dyfrakcja, to rowniez rozpraszanie fotonow, czyli zderzenia fotonu 2z elektronem. W mechanice kwantowe;j,
prawdopodobienstwo, ze foton zostanie zostanie ,odbity” w okreslonym kierunku jest dane kwadratem amplitudy

rozproszonych fal.

Y(x,t)= A2 VeI - funkcja falowa fotonu
b b

Pa<x<b=f W(x,t)w"(x, 'L’)dXZf |W(x, t)?dx - prawdopodobiehstwo, ze foton znajduje sie w
a a

obszarze Xe(a) b)
|1P(X, t)|2:A.eZHi(vt—x/A).A‘e—Zni(vt—x/A):Az
Dlatego na obrazie dyfrakcyjnym mozna zmierzy¢ tylko intensywnosc¢ refleksu.

Skoro faz nie mozna zmierzy¢ bezposrednio, trzeba je wydoby¢ z danych i pomiaréow posrednich. Istniejg dwie techniki

1 Zeby zobaczy¢ jak dziata odwrotna transformacja Fouriera i co mozna ,wydoby¢” z obrazéw dyfrakcyjnych mozna zajrze¢
na strone Kevina Cowtana: The Interactive Structure Factor Tutorial
http://www.ysbl.york.ac.uk/~cowtan/sfapplet/sfintro.html

2 Dlaczego fazy sg takie wazne mozna zrozumie¢ zagladajac na inng strone strone Kevina Cowtana: Kevin Cowtan's Book of
Fourier http://www.ysbl.york.ac.uk/~cowtan/fourier/fourier.html
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uzyskania informacji o fazach, przez modyfikacje badanej struktury i tym samym obrazu dyfrakcyjnego oraz przez zgadniecie.

Poniewaz ciezkie atomy, a duzej liczbie elektrondw silniej rozpraszajg promieniowanie, podstawienie w czasteczce biatka
np atomu siarki w grupie SH atomem rteci zmieni obrazy dyfrakcyjne. Przez poréwnanie obrazéw dyfrakcyjnych biatka i jego
izomorficznej pochodnej zawierajacej atom lub atomy ciezkiego pierwiastka mozna uzyskac informacje o fazach ugietych
wigzek. Metode te wykorzystuje sie w dwdch wariantach:

- wielokrotne podstawienie izomorficzne (Multiple Isomorphous Replacement MIR) — przebadanie kilku izomorficznych
pochodnych z réznymi ciezkimi atomami

- anomalne rozproszenie w wielu dtugosciach fali (Multiple Anomalous Dispersion MAD) — wykorzystanie jednej
izomorficznej pochodnej, ale pomiary przy kilku dtugosciach fali.

,Zgadngc¢” fazy mozna wtedy, gdy znana jest struktura biatka podobnego do biatka badanego. Policzenie amplitud i faz
promieniowania rozproszonego na czgsteczce o znanej strukturze nie jest problem. Policzone fazy przypisuje sie badanemu
biatku jako poczatkowe fazy a nastepnie w rekurencyjnym procesie poprawia sie je, tak aby odtworzy¢ zmierzong gestosc

elektronowga. Metoda ta nazywana jest podstawieniem molekularnym.

1.3. Podstawienie molekularne

Podstawienie molekularne(molecular replacement MR), to technika wykorzystujgca model. Jezeli badane biatko jest
mutantem biatka, ktérego struktura jest juz znana, mozna wykorzysta¢ te strukture jako model. Dla biatka dzikiego
krystalizowanego po raz pierwszy jako model mozna wykorzystac struktury biatek nalezgcych do tej samej rodziny, albo biatek
homologicznych pochodzacych z innych organizméw (na przyktad ludzkie i cielece PNP s3g do siebie bardzo podobne).

Jesli zadna z powyzszych metod nie jest dostepna, mozna zbudowaé model wychodzac od sekwencji badanego biatka.
Istnieje wiele baz danych zawierajgcych sekwencje biatek(UniProt, PIR, etc) i wiele narzedzi biofizycznych, ktére pozwalajg
przeszukiwac takie bazy pod katem podobienstwa sekwencji i fragmentéw sekwencji (PHYRE2, MSD, Blocks). Gdy uda sie
znalez¢ biatka lub domeny biatkowe podobne do badanego obiektu, nalezy przeszukac bazy struktur biatkowych (PDB) w
poszukiwaniu tréjwymiarowej struktury modelu lub jego fragmentow. Wykorzystanie metody podstawienia molekularnego
stato sie mozliwe i coraz czesciej stosowane wraz z rosngcq liczbg struktur biatkowych zdeponowanych w bazach takich jak

PDB. Obecnie okoto 70% struktur jest rozwigzywanych metoda podstawienia molekularnego[3].

O ile odtworzenie struktury tréjwymiarowej obiektu na podstawie jego obrazéw dyfrakcyjnych jest problematyczne
(problem fazowy!) to ,w drugg strone” jest o tyle prosto, ze wszystkie dane sg znane: wspoétrzedne atomow i kwantowo-
mechaniczny opis zjawiska dyfrakcji promieniowania. Zatem mozna policzy¢ jak wyglada obraz dyfrakcji dowolnej czasteczki
biatka o znanej strukturze. Efekty dyfrakcji przedstawia sie w postaci czynnikdw struktury. Czynniki struktury reprezentujg fale,
ktére ulegly rozproszeniu na badanym obiekcie, zatem tak samo jak fale sg opisane przez amplitude i faze. Dla czasteczki

modelu nalezy obliczy¢ czynniki struktury.

Teraz czasteczke modelu nalezy ,wiozy¢” do komorki elementarnej badanego krysztatu, to oznacza, ze nalezy wyznaczyc
jej potozenie i orientacje. | tu znéw nie ma metody analitycznej pozwalajgce na wykonanie tej operacji. Nalezy przetestowac
wszelkie mozliwe potozenia i orientacje modelu w komdrce elementarnej, zeby odtworzyé¢ jak najwierniej zmierzony wzor
dyfrakcyjny. Aby okresli¢ potozenie modelu trzeba wyznaczy¢ szes¢ parametrow: trzy katy zwigzane z obrotem czasteczki i trzy
wektory translacji okreslajgce jej potozenie, jezeli w komdrce elementarnej znajduje sie N czasteczek biatka, oznacza to
koniecznos¢ wyznaczenia 6N parametréw. Przeszukanie szeSciowymiarowej przestrzeni zajetoby bardzo duzo czasu. Zadanie to
mozna znaczgco uprosci¢, jezeli znalezienie potozenia(translacja) i orientacji(rotacja) modelu zostanie rozdzielone na dwa
poszukiwania w trojmiarowych przestrzeniach. Najpierw probkowana jest przestrzen rotacji i wybierane jest najlepsze
rozwigzanie (jedno lub kilka) i tylko dla tych wybranych rozwigzan prébkowana jest przestrzen translacji. W ten sposdb
znajdowane jest najlepsze dopasowanie modelu do danych eksperymentalnych, czyli do zbioru amplitud czynnikow struktury.
Fazy poszczegélnych czynnikéw struktury policzonych dla modelu sg przypisywane odpowiednim czynnikom struktury

zmierzonym dla badanego krysztatu biatka. Poczgtkowa mapa gestosci elektronowej jest liczona na podstawie zmierzonych
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amplitud i faz przeniesionych z modelu.

1.4. Mapy gestosci elektronowej

Gdyby atomy w krysztatach byly zupetnie nieruchome, czasteczki w jednakowej konformacji a krysztaty idealnie
uporzgdkowane, wtedy wszystkie rozproszone refleksy bytyby w fazie i jedynym ograniczeniem rozdzielczosci danych
dyfrakcyjnych bytaby dtugos¢ fali uzytego promieniowania. Niestety biatka sg dos¢ elastycznymi czgsteczkami, krysztaty maja
defekty sieci krystalicznej. Dodatkowo im mniejsze detale chcemy obserwowaé, pod tym wiekszymi katami obserwuje sie
refleksy i tym sg one stabsze. W efekcie tych wszystkich utrudnien typowe rozdzielczosci uzyskiwanych map elektronowym nie
pozwalajg widzie¢ pojedynczych atomdw, raczej rurke gestosci elektronowej gdzie atomy nie s3 wyraznie oddzielone od
siebie.

Kolejng zmorg krystalografii biatek jest niezbyt wysoki stosunek sygnatu do szumu. Co daje jeszcze jeden wkiad do

znacznego ,,rozmycia” mapy gestosci elektronowe;j.

1.5. Dopasowanie modelu i udoktadnianie struktury

Poniewaz mapy gestosci elektronowej rzadko majg rozdzielczo$¢ atomowa, dopasowywanie modelu jest do pewnego
stopnia arbitralne! Z tego powodu réwniez, rozwigzanie struktury biatka tylko na podstawie mapy gestosci elektronowej jest
zwykle niemozliwe. Dlatego w krystalografii, przy rozwigzywaniu struktur wykorzystuje sie wszystkie informacje o badanym
biatku i biatkach w ogdlnosci jakie tylko sg osiggalne.

Podstawowg informacjg o badanym biatku jest jego sekwencja aminokwasowa. Tylko dzieki jej znajomosci mozna
przypisac kolejne aminokwasy okreslonym , bgblom” gestosci elektronowej.

Budujac i udoktadniajgc modele stale korzysta sie z ograniczen na dtugosci i katy wigzan, znane dzieki temu, ze wiele
tysiecy struktur biatek zostato juz rozwigzanych. Te ograniczenia pozwalajg w racjonalny sposdb budowad gtéwny taiicuch
polipeptydowy. Modelujac fancuchy boczne aminokwaséw korzysta sie dodatkowo z baz danych danych konformacji reszt
aminokwasowych i czestotliwosci ich wystepowania w biatkach.

Udoktadnianie struktury jest rekurencyjnym procesem, poprawiania, obliczanie rozbieznosci, wprowadzania dalszych
poprawek, az do osiggniecia zatozonego poziomu zgodnosci. Udoktadnianie jest procesem, ktory nie ma konca, rezygnacja z

dalszego udoktadniania jest zawsze decyzjg arbitralna.

1.6. Kontrola jakosci(Validation)

Ostatnim etapem rozwigzywania struktury jest sprawdzenie jakosci uzyskanej struktury. Poniewaz udoktadnianie bywa
arbitralne, a w rozmyte bable gestosci elektronowej czasami mozna wfitowac ,wszystko”(ang. overfitting) potrzebne sg
narzedzia sprawdzajgce i weryfikujgce strukture, ktére beda niezalezne od eksperymentatora.

Po pierwsze sprawdzono musi zostac¢ jakos¢ dopasowania struktury do danych dyfrakcyjnych, w tym celu liczone s3
calc

wskazniki rozbieznosci R definiowane jako Srednia réznica miedzy amplitudami struktury obliczonymi dla modelu F

wyznaczonymi do$wiadczalnie na podstawie zindeksowanych reflekséw F&% :
L
2 Fml+F el
R — hkL
2 IFh
hkL
Im mniejsza warto$¢ R tym lepsze dopasowanie modelu do danych dyfrakcyjnych. Struktury o R < 0,2 uznaje sie za

dobrze udoktadnione. Do oceny, czy udoktadniane parametry majg petne oparcie statystyczne w informacji zebranej podczas

eksperymentu oblicza sie wskaznik rozbieznosci liczony dla reflekséw wykluczonych z udoktadniania R . Jego wartosé nie

free
powinna znaczaco przekraczac¢ wartosci R .

Po drugie sprawdzana jest geometryczna poprawnos¢ uzyskanej struktury. Dtugosci i katy wigzan powinny zawierac sie w
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przedziatach typowych dla biatek. Wigzania peptydowe muszg by¢ ptaskie, katy § i © zawieraé sie w okreslonych przedziatach,
dlatego wiele programoéw wykresla mape Ramachandrana. Konformacje taricuchéw bocznych aminokwaséw sg poréwnywane
z bazami danych. Sprawdzenie kontaktéw van der Waalsa pozwala ocenic czy atomy nie sg zbyt blisko siebie.

Kolejnym elementem kontroli moze by¢ sprawdzenie oddziatywan ,Srodowiskowych”. Czy aminokwasy hydrofobowe

oddziatujg z innymi aminokwasami hydrofobowymi, a polarne z polarnymi lub woda.

2. Budowa krysztatow

W idealnym krysztale czasteczki utozone s3 regularnie w przestrzeni tworzac tréjwymiarowg sie¢. Komorka
elementarna(Unit cell) to podstawowy element strukturalny powtarzajgcy sie w przestrzeni i tworzacy sieé¢ przestrzenng.
Komodrka elementarna jest réwnolegto$cianem charakteryzowanym przez dtugosci krawedzi: a, b, ¢ i katy miedzy
krawedziami: o, ,y . Krawedzie komoérek tworzg tréjwymiarowe sieci zwane sieciami przestrzennymi. Dtugosci i kierunki
krawedzi komérki elementarnej definiujg wektory a, 79, ¢ , sie¢ rzeczywista jest rozpieta na tych trzech wektorach. Potozenie
dowolnego punktu w przestrzeni moze byé opisane wektorem translacji: F’=r+n a+m73+LE, Punkty o wspodtrzednych
(na, mb, Lc) nazywa sie weztami sieci (gdzie n,m,l s3 dowolnymi liczbami catkowitymi).

Zespoty rownolegtych ptaszczyzn Bragga opisujemy wspotczynnikami Millera: h,k,I. Wartosci wspétczynnikow Millera
wyznaczajg punkty przeciecia z osiami uktadu wspdtrzednych tej z rodziny ptaszczyzn, ktéra przechodzgc przez wezty sieci jest

jednoczesnie najblizej srodka uktadu odniesienia(rys. 4).

(oo1) {1oa) (010)

f101)

]

(111) (111) (111)

Rys. 4: Wspdtczynniki Millera dla podstawowych
ptaszczyzn krystalograficznych w regularnej komorce
elementarnej [4]

Sie¢ krystaliczna w przestrzeni odwrotnej jest réwniez definiowana przez krawedzie komérki elementarnej: a*, b, c”
i katy miedzy tymi krawedziami: o, ", y" . Taktujac a, b, c i a*, b*, c* jako wektory, zaleznosci miedzy wektorami sieci

rzeczywistej i odwrotnej sg nastepujace:

- % - - %

a=b":b=c".c=1
- s

a’-b=a"-c =b"-c =20

Co oznacza, ze a” jest prostopadte do b ido ¢ ajego dtugosé wynosi 1/a .

Punkt, ktéry w przestrzeni rzeczywistej opisany wektorem F’:n5+mB+LE, jest opisany wektorem
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H=ha"+kRb"+L¢" w przestrzeni odwrotnej.

Symetria sieci rzeczywistej jest zachowana w sieci odwrotnej, zachowana jest nie tylko geometria, ale takze
intensywnosci rozproszonych refleksow.

Komorke elementarng charakteryzuje szes¢ parametréw sieci: okresy identycznosci sieci a,b,c (osie) oraz katy a, B, y. W
zaleznosci od ksztattu komérki elementarnej wyrdzniamy siedem uktaddow krystalograficznych (Rys. 5)

regularny (cubic)

2

tetragonalny (teragonal)

2

rombowy (orthorombic)

2

heksagonalny (hexagonal)

2

2

trygonalny (trigonal)

2

jednoskosny (monoclinic)

trojskosny (triclinic)

2

Sieci prymitywne, ztozone z prymitywnych komoérek (primitive, P) majg wezty tylko w wierzchotkach komdrek. Sieci
nieprymitywne moga mie¢ wezty rdwniez na wszystkich Scianach (face-centered, F), dwdch przeciwlegtych $cianach (side-
centered, C) lub posrodku komérki (body-centered, 1).

Siedem uktadéw krystalograficznych wraz z czterema rodzajami komorek elementarnych tworzy czternascie sieci

punktowych, sieci Bravais(Rys. 5)

Bravais Parameters Simple (P) Volume Base Face
lattice centered (I) | centered (C) | centered (F)

»

ay #ay #az
Triclinic o F O3 7 iy
o o o
iy # 18] # Tz !
s s o
Monoclinic 0230_120;‘9[_)09[) " d/'—l/ &
A | A1 | o | 2
DL VY
a #a,#a
Orthorhombic g = lari :2 ail 3‘: 90° o’" '3 l". o C”‘ '3 [ o
£ e S

a; =az #az
Tetragonal Oy = g3 = agy = 0°

) =adg = dsz

Trigonal e = aen = amy < 120°
e T
@, =a; =das Q "
Cubic o1 = o3 = agy = 30° [a—

a; =az £ az
X1z = 12[)0
Hexagonal g3 = agp = 90°

Rys. 5: Sieci Bravais

W krysztatach biatkowych dopuszczalne operacje symetrii to translacje, osie symetrii i osie Srubowe. Poniewaz w
biatkach wystepuja tylko L-aminokwasy nie moga pojawi¢ sie w krysztatach biatkowych takie operacje symetrii jak inwersja czy
lustrzane odbicie.

W krysztatach molekularnych komérki elementarne sg zwykle do$¢ duze i zawierajg czesto wiecej niz jedng czasteczke
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biatka, co oznacza, ze w krysztatach jest obiekt mniejszy od komérki elementarnej, ktéry powielany zgodnie z operacjami
symetrii tworzy krysztat. Najmniejszg czescig krysztatu, ktdéra powtarza sie w przestrzeni jest tzw. jednostka
asymetrii(asymetric unit, ASU).

Krysztaty biatek zawierajg duzo wody, czgsteczki wody znajdujg sie zarowno wewnatrz czgsteczki biatka jak i miedzy nimi.
Zawarto$¢ wody moze wynosi¢ nawet 50-60%.

W wiekszosci przypadkow, krysztaty biatkowe nie sg monokrysztatami, sktadajg sie z monokrystalicznych domen, ktére na
ogdt nie sg utozone idealnie, lecz lekko poprzesuwane i poprzekrecane wzgledem siebie. Parametr, ktéry okresla stopien
nieuporzgdkowania domen krystalicznych w biatka to mozaikowato$¢ (mosaicity). Efektem mozaikowatosci sg fizyczne
rozmiary refleksdw na obrazach dyfrakcyjnych i ich nieostre krawedzie. Gdyby krysztat byt uporzadkowany idealnie, na obrazie
dyfrakcyjnym bytyby punkty.

3. Budowa dyfraktometru

Do badan dyfrakcyjnych uzywa sie réznego typu urzgdzen, zaczynajgc od tzw. Kieszonkowych dyfraktometréw, a korczac
na wigzkach wytwarzanych w synchrotronach. Kluczowe elementy dyfraktometrow to zZrédto promieniowania
rentgenowskiego, detektor przy pomocy ktérego rejestruje sie obrazy dyfrakcyjne, goniometr, ktéry pozwala na dowolne
ustawienie krysztatu wzgledem wigzki promieniowania, oraz system kriogeniczny zapewniajgcy utrzymanie krysztatu we
wtasciwej temperaturze. Kazde z tych urzgdzen wykonywane jest na wiele sposobow, rozwigzania zaprezentowane ponizej sg

wykorzystane sg w dyfraktometrze SuperNova firmy Ofxord Diffraction znajdujgcym sie w Zaktadzie Biofizyki.

3.1. Zrédfo

Zrédtem promieniowania rentgenowskiego jest lampa z nieruchoma miedziang anoda i mikorogniskowaniem wigzki.

Lampa rentgenowska, to prézniowa banka w ktorej umieszczone sg katoda i anoda. Elektrony wyrywane sg z zarzacej sie
katody i przyspieszane w polu elektrycznym. Napiecie przyktadane miedzy katoda i anodg jest rzedu kilkudziesieciu do ok
150kV. Wysokoenergetyczne elektrony uderzajg w anode, wybijajgc elektrony z wewnetrznych powtok. Elektrony wracajac na
swoje powtoki emitujg kilka charakterystycznych dtugosci fal, do badan biatek wykorzystuje sie przejscie Ka, o dtugosci fali
1,5418A(Rys. 6).

Zaledwie ok 1% energii absorbowane] przez anode jest oddawana jako promieniowanie, reszta jest oddawana na sposéb
ciepta, a schtodzenie anody w prdini nie jest sprawg trywialng. Stosowane sg dwa rozwigzania: wirujgca anoda lub
mikrogniskowanie wigzki elektrondéw. W przypadku wirujgcej anody elektrony padajg na coraz to inne miejsce anody, co
ogranicza jej przegrzewanie sie, w przypadku mikroogniskowania wigzke elektrondw starannie sie kolimuje, dzieki czemu
trafia ona w obszar anody o srednicy kilkudziesieciu mikrometréw, co pozwala obnizy¢ jej natezenie i w ten sposdb ograniczy¢
przegrzewanie sie anody. Dodatkowg zaletg mikrogniskowania jest lepsza kolimacja wigzki promieniowania rentgenowskiego
wychodzacego z anody., oraz obnizenie poboru mocy i wydtuzenie czasu zycia lampy rentgenowskiej. Promieniowanie
nastepnie przechodzi przez uktad optyczny, ktdry dodatkowo kolimuje wigzke, dajac wigzke o Srednicy kilkudziesigciu —
kilkuset mikrometréw.
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Rys. 6: [5]

3.2. Detektor

Do detekcji promieniowania wykorzystywany jest licznik scyntylacyjny w potgczeniu z kamerg CCD.

Scyntylator to substancja, ktdra po zaabsorbowaniu kwantu promieniowania jonizujgcego emituje kwant
promieniowania w zakresie widzialnym. Za scyntylatorem znajduje sie taper, czyli element optyczny, przy pomocy ktérego
przeskalowuje sie obraz z detektora (ktérego srednica wynosi 135mm), na macierz kamery CCD, ktéra ma mniejszy rozmiar.
Aby ograniczy¢ szum matryca CCD schtodzona jest do -40°C za pomocg elementu Peltiera. Cato¢s rowniez umieszczona jest w
prézni. Przed scyntylatorem znajduje sie okienko z berylu, ktoéry jest dobrze przezroczysty dla promieniowania

rentgenowskiego.

: chtodzenie elementu Peltiera
: element Peltiera

: matryca CCD

: taper

: scyntylator

: okienko z berylu

U WN R

Rys. 7: Schemat budowy detektora

3.3. Goniometr

Krysztat biatka montuje sie na goniometrze. Goniometr zapewnia mozliwos¢ zebrania reflekséw rozproszonych we
wszystkich kierunkach, poniewaz tgcznie z detektorem, ma mozliwos¢ obrotu wokét czterech osi, jest to tak zwany 4-kotowy
goniometr w geometrii kappa (Rys. 8). Goniometr wyposazony jest w precyzyjne silniki krokowe, ktére pozwalajg na precyzje

ustawienia krysztatu ok 10um .
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1: wigzka promieniowania
2: krysztat

3: gtéwka goniometru

4: detektor

Rys. 8: Goniometr 4-kofowy w geometrii kappa

Krysztat podczas pomiaru znajduje sie w strumieniu gazowego azotu o temperaturze 100K.
4. Pomiary dyfrakcji krysztatow biatek

4.1. Przygotowanie krysztatow do pomiaru

Wysoko energetyczne fotony promieniowania rentgenowskiego powodujg degradacje krysztatow biatka. Dyfraktometry
»domowe” maja stabsze wigzki, wiec pomiary trwajg dtugo, kilka, kilkanascie minut na pojedyncze zdjecie, na synchrotronach
pomiary sg krétsze, bo uzyskiwane wigzki majg wiekszg intensywnos$¢, sumarycznie zniszczenia krysztatu biatka sy podobne.
Zwykle aby zebra¢ kompletne dane potrzebne byto kilka krysztatéw biatka. Do momentu gdy odkryto, ze zeszkliwienie
krysztatu poprawia jego stabilnos¢. Krysztat po wytowieniu z kropli zamraza sie w ciektym azocie. Pomiary odbywajg sie w
strudze gazowego azotu w temperaturze 100K.

Mrozenie ma rowniez wady, poniewaz zwykle zwieksza mozaikowatos$¢ krysztatéw, co wptywa na wieksze rozmycie

plamek na obrazach dyfrakcyjnych.

4.2. Zebranie danych dyfrakcyjnych

Zebranie kompletnych danych dyfrakcyjnych moze polega¢ na zebraniu reflekséw z catej sfery, ale w wiekszosci
przypadkdéw jest to niepotrzebne. Ze wzgledu na symetrie wewnetrzng krysztatu obraz dyfrakcyjny bedzie sie powtarzat co
180, 90 lub 60° , zatem zbieranie danych z petnej sfery jest niepotrzebny wysitkiem.

Dla zaprojektowania rozsgdnego eksperymentu dyfrakcyjnego konieczna jest znajomosé symetrii wewnatrz krysztatu.
Eksperyment wstepny, polega na zebraniu kilka obrazow, najczesciej dwoch z krysztatem obréconym o 90°, to pozwala
wyznaczy¢ symetrie krysztatu, wstepnie wyznaczy¢é grupe przestrzenng, oszacowac rozmiary komoérki elementarnej. Na
podstawie tych informacji planuje sie eksperyment w taki sposéb aby zebraé¢ ,komplet” danych pomiarowych. Np dla
krysztatu o szesciokrotnej osi symetrii wystarczytoby zebra¢ obrazy dyfrakcyjne dla szes¢dziesieciostopniowego wycinka kota.
Zwykle jednak zbiera sie wiecej poniewaz po pierwsze nie da sie ustawic krysztatu w wigzce tak by zaczg¢ ,,od brzegu” komorki
elementarnej, zatem musimy dodaé ,margines” lub ,zapas” najlepiej +30° w obie strony, czyli juz mamy 120°, po drugie
dobrze jest zebra¢ pewien ,nadmiar” danych bo to poprawia pdzniejszg statystyke wynikéw.

Zebranie dyfraktogramow jest ostatnim eksperymentalnym elementem rozwigzywania struktury biatka, wszystkie

kolejne etapy to obliczenia komputerowe.
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5. Rozwiqzanie struktury biatka — czes¢
obliczeniowa

Analiza obrazéw dyfrakcyjnych jest wieloetapowym

procesem. Stworzonych zostato bardzo wiele programoéw i
. s . . . Crata
pakietdw programéw do analizy danych dyfrakcyjnych. Reduction
Najczesciej uzywanymi sg ccp4 i Phenix, sg one dostepne za l
darmo!
W czasie ¢éwiczenia bedg Panstwo korzysta¢ z pakietu ”";;?:"
ccp4.

5.1. Od ObraZéW dyfrakcyjnyCh - dO ‘ Exg&l‘in’_\ental ‘ I__"r'.ﬂolmzular
o, . hasing eplacament
czynnikow struktury (Data reduction)

b !

5.1.1. Indeksowanie obrazéw(Indexing) Q
phases

Jezeli  pomiary  bylty  wykonane na  wigzce

moadel in
unit cell

synchrotronowej uzywa sie programu iMoslfm znajdujgcego s

sie w pakiecie ccp4. //-WID» -
Jezeli pomiary byty wykonane na tzw domowym \_

S

Density
Improvement

dyfraktometrze dane analizuje sie w oprogramowaniu

dostarczonym przez producenta aparatury. Dane zostaty e
zebrane przy pomocy dyfraktometru SuperNova firmy Oxford map

—

Diffraction i przeanalizowane przy pomocy oprogramowania T
CrysAlisPro.
Maodel
Ideksowanie obrazéw dyfrakcyjnych to analiza, ktéra ma Building
na calu wykrycie wszystkich ,mierzalnych” reflekséw ~ l
zarajestrowanych przez detektor, oraz na przypisaniu o =
poszczegdlnym refleksom wspotczynnikow hkl. |: @g@
Najpierw trzeba przeanalizowa¢ wszystkie obrazy \
dyfrakcyjne, okresli¢ na jakich obszarach obrazéw znajduja sie i I
refleksy, a jakie obszary nalezy wykluczy¢ z analizy (cien Refinement
beamstopera i blaszki na ktérym jest on umocowany), okresli¢
poziom szumow tta. 4L__
Przy pomocy odpowiednich programéw analizuje sie T

jasno$¢ poszczegdlnych pikseli i wyszukuje te, ktéore sg

ciemniejsze niz tto. Uwzglednia sie ksztatt plamki, odpowiedni

stosunek sygnatu do tta.

Structure analysis

Efektem indeksowania jest jeden plik (o rozszerzeniu

mtz), ktéry zawiera tabele wszystkich refleksow(hkl), ze

wszystkich obrazéw, kazdemu przypisana jest intensywnosc

analysis of
geomealry and

piku wraz z odchyleniem standardowym(powtarzajace sie e

tréjki hkl oznaczaja, ze dany refleks wystepuje na kilku

kolejnych obrazach, kazda z przypisanych intensywnosci

obliczona na podstawie jednego obrazu) Validation & Deposition

Zbidr refleksow wykrytych na wszystkich obrazach,

zapisanych w postaci zmierzonej intensywnosci(l) i szerokosci  |Rys. 9: Typowy przebieg analizy danych dyfrakcyjnych[6].
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potéwkowej sigl), wraz z przypisanymi im wspotczynnikami hkl zapisywany jest do pliku o rozszerzeniu mtz.
Plik zawiera
- pie¢ kolumn: h, k, |, I, sigl
- rozmiar komérki elementarnej
- mozliwe grupy przestrzenne

Jeden wiersz w tej tabeli odpowiada jednej ,,plamce” na obrazie dyfrakcyjnym.

5.1.2. Skalowanie i scalanie (Scalling & Merging)

,Katalog refleksdéw” znajdujgcy sie w oméwionym powyzej pliku mtz trzeba przeksztatcic w dane pozwalajgce, na koncu,
wykresli¢ mape gestosci elektronowej jednostki asymetrycznej. Refleksy od tej samej rodziny ptaszczyzn zarejestrowane na
wielu obrazach muszg zostaé ,zebrane” w jedng intensywnosc. A nastepnie na podstawie scalonych intensywnosci nalezy
obliczy¢ czynniki struktury.

Scalanie reflekséw odbywa sie przez catkowanie z wagami. Krysztat nie jest kulg, na poszczegdlnych obrazach piki maja
rézne intensywnosci wynikajgce takze z tego, ze wigzka przechodzi przez warstwy o réznej grubosci. Wagi do refleksow z
poszczegdlnych obrazow przypisywane sg na podstawie analizy intensywnosci reflekséw oraz poziomu tta na poszczegdlnych
obrazach[6].

Podczas kolejnych etapow redukcji danych sprawdzana jest ich jakos$¢, na podstawie spdjnosci danych i poréwnania

wyznaczonych natezen reflekséw I zich odchyleniem standardowym obliczane sg wspotczynniki korelacji oznaczane R:

Z Z|IhL_<Ih>|
merge — ;;<Ih>

zmierzonych refleksow
ny,
I, —(I
R )
DI J¢ Y
hoL

R [ n, jestliczbg zarejestrowanych reflekséw h]

merge
1
Z ZLllth_<Ih>|

h nh_l
R . = - jest miarg jakosci danych po usrednieniu reflekséw.
PIDITEN;
hoL

R

- jest miarg rozbieznosci miedzy pomiarami, ma tendencje do rosniecia wraz z liczba

ten czynnik nie zalezy od liczby zmierzonych reflekséw, jest poprawiong wersja

p.i.m.

Te obliczenia wykonajg Panstwo wykorzystujgc trzy programy Pointless, Scala, cTruncate. Kazdemu z tych programow,
jako dane wejsciowe trzeba podaé plik mtz pochodzacy z poprzedniego etapu obliczen, plik ten zostanie zmodyfikowany i

zapisany ponownie w formacie mtz.

5.1.2.1. Pointless

Sposrdod mozliwych grup przestrzennych, wyliczonych na wczesniejszym etapie analizy, wyznacza najlepsza. Przygotowuje

dane do kolejnych etapéw skalowania i scalania.

5.1.2.2. Scala

taczy i skaluje w jedng intensywnos¢ piki od tej samej rodziny ptaszczyzn znajdujgce sie na wielu obrazach.

Na tym etapie analizy danych wydzielamy 5% zmierzonych reflekséw i traktujemy je od tej pory jako kontrolny zestaw
danych. Zbiér reflekséw zostanie losowo podzielony na 20 podzbioréw, numerowanych od 0 do 19, w taki sposéb, zeby
rozktad liczby reflekséw wzgledem rozdzielczosci byt podobny we wszystkich podzbiorach. W pliku mtz pojawi sie dodatkowa

kolumna opisana FreeR.
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Dalsza analiza danych bedzie niezaleznie przeprowadzana na tych 5% i na pozostatych 95% (te 5% reflekséw jest
traconych z analizy badanego biatka), ale zyskuje sie kontrole nad jakoscig kolejnych etapow analizy. Wyniki uzyskiwane dla

tych 5% i reszty powinny by¢ podobne, np wartosci wspdtczynnikéw R.

5.1.2.3. cTruncate

Na podstawie intensywnosci oblicza amplitudy czynnikéw strukturalnych .

Dla idealnych danych eksperymentalnych amplituda jest pierwiastkiem kwadratowym intensywnosci, ale dla danych
obarczonych btedem eksperymentalnym lepszym oszacowaniem czynnikéw strukturalnych, zwtaszcza dla reflekséw o
niewielkich intensywnosciach, jest srednia rozktadu prawdopodobieristwa.

Program cTruncate wykorzystuje taka procedure do policzenia czynnikdw struktury,dodatkowo, na podstawie analizy
statystycznej zboru intensywnosci wykrywa twinning.

Do wczesniejszego pliku dopisuje kolumny zawierajgce amplitudy i ich dyspersje (F, oF)

Tak przygotowany plik mtz zawiera wszystkie dane mozliwe do uzyskania z obrazéw dyfrakcyjnych: czynniki struktury
wraz z btedem.
Czynniki struktury reprezentuja fale, ktéra ulegta rozproszeniu na badanym obiekcie, co oznacza, ze tak samo jak fala

muszg by¢ opisane przez amplitude i faze.
5.2. Rozwiqzanie problemu faz metodq podstawienia molekularnego

5.2.1. Tworzenie modelu (Model Building)

Pakiet CCP4 zawiera rozmaite narzedzia, ktére pozwalajg edytowaé sekwencje, modyfikowac strukture 3D, pozwalajac
stworzy¢ model z rozmaitych , fragmentdw” znalezionych w réznych bazach danych. (np Chainsaw, Modeller)

Jako model wykorzystamy strukture z bazy PDB.

5.2.2. Przygotowanie danych do podstawienia molekularnego

5.2.2.1. Cell Content Analysis (Matthews coefficient)

Na poczatku musimy ustali¢ ile czasteczek biatka znajduje sie w jednostce asymetryczne;j.

Aby wyznaczy¢ liczbe czgsteczek biatka w jednostce asymetrycznej obliczami tzw. wspdtczynnik Matthewsa. Okresla on
érednie odlegtoéci miedzy atomami w krysztale biatka [A3/atom]. Dla biatek, $rednia warto$¢ tego wspétczynnika wynosi
2,35A3/atom. Wspotczynnik Matthewsa jest obliczany na podstawie rozmiaréw komdrki elementarnej i masy czasteczkowej
badanego biatka.

Jako dane wejsciowe musimy poda¢ rozmiary komorki elementarnej i grupe przestrzenng (te informacje zawarte s3 w
pliku mtz) oraz parametr, ktory pozwoli okresli¢ jakg cze$¢ objetosci komorki elementarnej zajmuje biatko (np mase,

sekwencje, liczbe aminokwasow).

5.2.2.2. Analyse data for MR

Ten program oblicza funkcje Pattersona i wyznacza jej maksima i wyznacza $Srednig warto$¢ wspoétczynnika B na
podstawie wykresu Wilsona.

Obrazem funkcji Pattersona jest mapa Pattersona, jest ona podobna do mapy gestosci elektronowej, ale jej maksima nie
znajduja w tych potozeniach co atomy, lecz w potozeniach odpowiadajacych wzglednym odlegtosciom miedzy atomami. Jesli
w komaérce znajduje sie atom w pozycji x1 i drugi atom w pozycji x2 to na mapie Pattersona beda znajdowaty sie dwa piki w
pozycji x1-x2 i w pozycji x2-x1. Wysokos¢ piku na mapie Pattersona jest proporcjonalna do iloczynu wysokosci pikéw na mapie
elektronowej. Jezeli w komdrce elementarnej znajduje sie N atomdw, to powinno sie w niej znajdowaé N pikéw gestosci
elektronowej. Na mapie Pattersona kazdy z tych N atomdw jest potaczony wektorem z kazdym z N atomow, co daje N2

wektoréw. Przy czym N sposrdd tych wektoréw bedzie tgczyto poszczegdlne atomy z nimi samymi, co wygeneruje duzy pik w
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pozycji 0. Pozostate N2-N pikdéw bedzie roztozonych wokét niego.

Mapa Pattersona jest w ogdlnosci bardzo trudna w interpretacji, ale na potrzeby podstawiania molekularnego
potrzebnych jest z niej tylko kilka informacji: liczba i wzajemne potozenie czasteczek w komdrce elementarnej, oraz wykrycie
ewentualnych pseudotranslacji.

Pierwszy pik na mapie Pattersona jest znormalizowany do 100, jezeli wartosci zadnego z pozostatych pikdéw nie
przekracza 20% wysokosci pierwszego piku to oznacza, ze w komodrce elementarnej znajduje sie tylko jedna czasteczka
badanego biatka.

Wspotczynnik B jest miarg efektywnej srednicy gestosci elektronowej danego atomu. Wptywajg na nie przede wszystkim
termiczne drgania atomu.

Wielko$¢ ta bywa uzyteczna podczas podstawiania czgsteczki modelu i poZzniejszego udoktadniania struktury (mozna

wprowadzi¢ dodatkowe wiezy).

5.2.3. Podstawienie molekularne

W pakiecie ccp4 jest kilka programéw, przy pomocy, ktdrych mozna dokonaé podstawienia molekularnego: Phaser,
MolRep, MrDUMP, Balbes, Amore. Skorzystamy z programu MolRep:

Operacje, wykonywane w programie MolRep:

- obrot i przesuniecie czgsteczki modelowej do pozycji, w ktérej znajduje sie badana czgsteczka w komadrce elementarnej
— pozycjonowanie.

- przypisanie faz z modelu do odpowiednich czynnikédw struktury w naszych danych eksperymentalnych — to s3
poczgtkowe fazy do udoktadniania(refinement) struktury.

Jako dane wejsciowe nalezy podac plik mtz po skalowaniu u scaleniu oraz plik pdb z czgsteczkg modelows.

Jako dane wyjsciowe program wygeneruje nowy plik pdb z przeorientowang czgsteczkg modelowa.

5.3. Udoktadnianie struktury

One should bear in mind that a macromolecular refinement against high resolution data is never finished, only
abandoned. George Sheldrick (2008), Acta Crystallogr. D64112-122.

5.3.1. Refmac 5

Do udoktadniania struktury uzyjemy programu Refmac5.

Program wykorzystujgc metode maksimum likelihood ,,wpasuje” czgsteczke modelu w gestosc elektronowa, a nastepnie
policzy mape gestosci elektronowej(F) i réznicowg mape gestosci elektronowej(AF), mapy te zdefiniowane s w nastepujacy
sposob:

F=2-F,.—F
AF=F, . —F

Algorytmy udoktadniania zaimplementowanie w programie Refmac5 sg niewystarczajgce, wcigz jeszcze ostateczng

calc

calc

instancja jest cztowiek. Poprawiamy dopasowanie wykonane w Refmac'u ogladajac uzyskang strukture i poréwnujac z jg mapa
gestosci elektronowej. Dlatego wtasnie w Refmac'u liczona jest mapa réznicowa. Pozwala ona tatwo znalezé obszary gdzie
model nie pasuje do gestosci elektronowej, gdzie albo czegos ,brakuje” czyli jest gestos¢ elektronowa wewnatrz ktorej nie ma
struktury, lub czegos jest ,,za duzo” czyli fragment struktury nie przechodzi przez obserwowang gestos$¢ elektronowa.

Jako dane wejsciowe nalezy podaé plik mtz zawierajgcy czynniki struktury, oraz plik pdb z wypozycjonowang czgsteczka
modelu.

Efektem obliczen programu bedzie nowy plik pdb ze wspotrzednymi wstepnie udoktadnionej czasteczki, a do pliku mtz
zostang dopisane cztery kolumny pozwalajgce wykresli¢ mape gestosci elektronowej (FWT — czynniki struktury i PHWT — fazy)
oraz mape roznicowa (DELFWT i PHDELWT)

Refmac oblicza tez szereg parametrow pozwalajacych oceni¢ jak dobre jest dopasowanie modelu do danych
dyfrakcyjnych
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5.3.2. Coot

Jest to program wykorzystywany do recznego udoktadniania struktur. Przy pomocy Coot'a wykresla sie dwie mapy, mape
gestosci elektronowej i mape réznicowg. Na mapie rdznicowej znajdujg sie obszary o tadunku dodatnim (zielone) gdzie model
powinien mie¢ wiecej elektrondw i ujemnym(czerwone) gdzie model powinien mie¢ mniej elektronéw.

Coot pozwala na reczng edycje czasteczki modelu. Posiada wiele narzedzi, ktére pozwalajg modyfikowaé potozenie
aminokwasow i ksztatt taricucha polipeptydowego.

Procedura udoktadniania jest rekurencyjna. Po dokonaniu serii poprawek, nalezy uzyskang strukture poddac¢ ponownej
analizie w refmac'u, ktéry policzy nowe mapy roznicowe gestosci elektronowej, niejako ,akceptujac” dokonane zmiany i
»pokazujac” obszary, ktére jeszcze wymagajg udoktadnienia. Postepy udoktadniania mozna dodatkowo kontrolowac przy
pomocy programu sfcheck, o ktérym wiecej, ponizej.

Ostatnim elementem udoktadniania struktury jest dodanie czgsteczek wody. Wykonujemy te operacje w Coot'ie lub

Refmac'u

5.4. Kontrola jakosci dopasowania (Structure Validation)

Po podjeciu decyzji o zaprzestaniu dalszego udokfadniania jakos¢ uzyskanej struktury mozna oceni¢ przy pomocy
programu sfcheck. Program ten przeanalizuje uzyskang strukture pod katem jest zgodnosci z mapg gestosci elektronowej,
liczac wspotczynniki R. Sprawdzi réwniez czy dtugosci i katy wigzan zawierajg sie w przedziatach typowych dla znanych
struktury biatek, jednym z uzyskanych wykresow bedzie mapa Ramachnadrana pokazujgca, ktére aminokwasy majg

konformacje w niedozwolonych obszarach katow i 6.

5.5. Prezentacja wynikow

Rozwigzane struktury zwykle deponuje sie w PDB.
Natomiast w publikacjach omawiajgcych rozwigzane struktury zwykle przedstawia sie table podobne do przedstawione;j

ponizej:

Data collection

Wavelength (&) 0.975
Resolution range (A) 28.6 - 1.9
Space group P o6l 2 2
Unit cell 120.8 120.8 239.1 90 90 120
Total reflections 704235
Unique reflections 80026
Multiplicity 8.8
Completeness (%) 99.4
Rmerge 0.25
Rmerge in top intensity bin 0.019
I/sigma (1) 21.6
Wilson B-factor 26.14

Refinement
Rwork 0.163
Rfree 0.188
Number of atoms 6187
Protein residues 718
Water molecules 623
RMS (bonds) 0.008
RMS (angles) 1.10
Ramachandran favored (%) 96
Ramachandran outliers (%) 0.69
Average B-factor 31.10
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s.Zagadnienia do kolokwium wstepnego

* Oddziatywanie Swiatta z materig — dyfrakcja i interferencja

* Budowa krysztatow, cechy specyficzne krysztatéw biatek.

* Symetrie krysztatdw, grupy przestrzenne, cechy specyficzne krysztatéw biatek.
* Stabilnos¢ krysztatow biatkowych w wigzce rentgenowskiej.

* Co widaé na obrazach dyfrakcyjnych?

* Indeksowanie obrazéw dyfrakcyjnych.

* Problem faz i metody rozwigzania problemu faz.

* Metoda podstawienia molekularnego

* Walidacja struktury.

9. Wykonanie cwiczenia

Celem ¢wiczenia jest zebranie danych dyfrakcyjnych i rozwigzanie struktury ludzkiej albuminy krwi (human serum
albumin, HSA).

Krysztaty HSA zostang dla Paiistwa przygotowane wczesniej.

Na podstawie analizy wizualnej kropli na ptytce wytypujemy krysztaty do badan dyfrakcyjnych. Nastepnie wytowimy je
przy pomocy specjalnych petelek i zamrozimy w ciektym azocie. Tak przygotowane krysztaty zamontujemy w dyfraktometrze i

zbierzemy dane dyfrakcyjne. Analizujgc uzyskane dane przy pomocy pakietu CCP4 (http://www.ccp4d.ac.uk/) rozwigzemy

strukture HSA metodg podstawienia molekularnego.
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