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Czesc 1
Wyklad 1: Podstawowe pojecia w krystalografii

Krystalografia jest interdyscyplinarng dziedzing wiedzy, majaca swoje zrodto w mineralogii.
Ze wzgledu na opis materii, zjawisk zwigzanych z badaniami oraz natur¢ obiektow i problemy
dajace si¢ rozwigzaé, krystalografia jest naukg interdyscyplinarng na pograniczu fizyki (metody
badawcze) matematyki (opis zjawisk), chemii i biologii (zwigzek budowy przestrzennej z
wlasciwos$ciami i funkcja czasteczek 1 bioczasteczek).

Podwaliny wspotczesnej krystalografii stworzono w XVII wieku. Ws$réd waznych podstaw
jest sformutowane przez Nicolausa Steno prawo statosci katow mowiace, ze katy pomigdzy §cianami
krysztalow danej substancji otrzymanymi w tych samych warunkach fizykochemicznych (np. pH,
temperatura, rozpuszczalnik) sg stale. Racjonalne podstawy tego prawa zaproponowal mineralog
Rene Hally, stawiajac hipoteze, ze krysztaty sa zbudowane z identycznych fragmentéw powielanych
w przestrzeni. Rozwazmy proces wzrostu krysztatu zbudowanego z takich samych czasteczek. Ze
wzgledu na budowe chemiczng, kazda czasteczka ma preferowane kierunki oddzialywan z
czasteczkami sasiadujacymi. Energia oddziatywan miedzyczasteczkowych zalezy od fragmentow
czasteczek (grup funkcyjnych) w nich uczestniczacych. Jesli pozwolimy, aby uktad, w ktorym
nastepuje wzrost krysztaldw osiggnat rownowage termodynamiczng, mozemy oczekiwaé, ze kazda
czasteczka bedzie tworzyla analogiczne oddziatywania z otoczeniem, a odlegltosci pomigdzy
czasteczkami w jednakowych kierunkach beda identyczne (Rys. 1.1). W przestrzeni mozna wybraé
trzy kierunki odpowiadajace najwigkszej energii oddziatywan miedzy czasteczkami jako Kierunki osi
uktadu wspotrzednych, w ktorym dokonamy opisu krysztatu. Jesli otoczenie kazdej czasteczki w
krysztale jest jednakowe, to krysztal ma budowe periodyczng. Jednostkowe translacje w kierunkach
wybranych osi uktadu (wersowy osi) odpowiadajg odleglosciom pomigdzy sgsiednimi czgsteczkami.
Wybdr osi uktadu moze by¢ dokonany przez analize¢ morfologii krysztalu — kierunki o najwigkszej
energii oddziatywan miedzyczasteczkowych beda pojawiaty si¢ w pokroju krysztatu jako najdtuzsze
krawedzie (Rys. 1.2) odpowiadajace kierunkom o najwigkszej liniowej gestosci materii, za$
najwieksze Sciany odpowiadaja plaszczyznom o najwigkszej gestosci powierzchniowej, co takze
wigze si¢ z optymalnymi termodynamicznie oddziatywaniami. Jesli czasteczki wykazuja symetri¢ w
budowie przestrzennej, to sie¢ oddziatywah przez nie tworzonych moze takze wykaza¢ taka
symetri¢, co znajdzie odbicie w symetrii budowy krysztatu.

W oparciu o powyzsze mozna zdefiniowac krysztat jako jednorodne chemicznie ciato state o
uporzadkowanej budowie wewnetrznej (periodyczno$é, symetria rozktadu materii), w ktérym
wlasciwosci skalarne sg jednakowe w kazdym kierunku, a wlasciwosci wektorowe sg jednakowe w
kierunkach rownolegtych lub zwigzanych symetrig.

Opisu krysztalu mozna dokona¢ podajac wspotrzedne wszystkich atomoéw w krysztale. Wtedy
moéwi sie o sieci krystalicznej. Mozna jednak upro$ci¢ opis, zastepujac czasteczki (np. biatka,
wirusy, asocjaty czasteczek) przez punkty zwane weztami. Taki opis jest znacznie prostszy, ale
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zachowuje wiernie zalezno$ci geometryczne mi¢dzy sktadnikami sieci, w tym odlegltosci i symetri¢
sieci. Przy takim opisie poslugujemy si¢ pojeciem sieci przestrzennej.
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Rys. 1.1. Rys. 1.2

Na osie uktadu wybieramy trzy niewspotptaszczyznowe proste, tworzace prawoskretny uktad
odniesienia. Dla opisu osi uktadu i translacji jednostkowych przyjeto konwencje¢ opisang na Rys.
1.3. Wersorami osi X, Y i Z sg odpowiednio wektory ao, bo i co. Jesli za poczatek uktadu
przyjmiemy jeden z identycznych weztow, to jednostkowe przesunigcia ag, bo I Co Oraz ich sumy
zdefiniujg polozenia osmiu weztow (reprezentacji czasteczek) w narozach réwnolegtoscianu. Taki
réwnolegloscian nazywa si¢ komorkg elementarng, i odpowiada on podstawowej jednostce budowy
krysztalu postulowanej przez Rene Haily. Ksztalt komorki zalezy od wektorow translacji miedzy
weztami. Dhugosci wersorow osi odpowiadajg dlugosci krawedzi komorki elementarnej, a katy
miedzy krawedziami odpowiadaja katom migdzy osiami uktadu. Dlugosci wersorow osi 1 katy
mi¢dzy osiami (ao, bo, Co, o, B, y), nazywa si¢ parametrami komorki elementarnej. Wyboru komorki
elementarnej] w periodycznej sieci mozna dokona¢ na wiele sposobow (Rys. 1.4). Wybdr musi
jednak spetia¢ kilka warunkow:

- Zawarto$¢ komorki elementarnej jest reprezentatywna dla catego krysztatu
- Wybor musi odpowiada¢ minimalnej objetosci komorki, jak najwiekszej liczbie katow prostych
migdzy osiami 1 najwyzszej symetrii.

N N ¢

Jll-',"ln?.‘;llk'l/
NN

/ D e S N e 9V

T Av-lm-lm-ll7

yININ_JIN N A T

8 I“ b | lln"é"}g?‘é"g{“é.'{'

< L
[ ;I_’I’

Rys. 1.3. Rys. 1.4
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Ze wzgledu na parametry komorki elementarnej, krysztaty zalicza si¢ do jednego z 7 uktadow
krystalograficznych:

Uktad tréjskosny azb#c a#P#y L1
Uktad jednoskos$ny azb#c a=y=90<p L2
Uktad rombowy azb#c a=Pf=y=90 3L2
Uktad tetragonalny a=b#c a=f=y=90 L4
Uktad trygonalny a=b=c o=p=y#90 (romboedryczna) L3
a=b#c a=p=90 y=120 (heksagonalna)
Uktad heksagonalny a=b#c o=p=90 y=120 L6
Uktad regularny a=b=c o=p=y=90 413

Zestawienie zawiera tez osie symetrii charakterystyczne dla danego uktadu.

W rzeczywistej periodycznej sieci krystalicznej czasteczki leza nie tylko wokot narozy komorki,
ale takze na S$rodkach $cian 1 w $rodku przestrzennym. Cztery podstawowe typy komorek:
prymitywng P, o centrowanych podstawach C, wewngtrznie centrowang | oraz $ciennie centrowang
F przedstawia Rys. 1.5. Matematyk francuski Auguste Bravais wyprowadzit wszystkie 14
mozliwych typoéw sieci translacyjnych, uwzgledniajacych 4 typy centrowania i 7 ukladoéw
krystalograficznych. Dla pokazanych typow komorek, potozenie wezlow opisane jest liniowa
kombinacjg jednostkowych translacji (ao, bo, Co) w komorce P, oraz dodatkowo translacjami (a+b)/2 i
(atb)/2 + ¢ w komorce C, (atb+c)/2 w komorce I oraz (at+b)/2; (atb)/2 + ¢; (atc)/2; (a+c)/2 + b;
(b+c)/2; (b+c)/2 + a w komorce typu F. Taki rozktad weztow spelnia wymogi grupy przemienne;j
translacji w przestrzeni.

Pmmm Cmmm

Rys. 1.5.

Grupa translacyjna to zbiér elementow grupy — translacji oraz dziatanie grupowe — suma
wektorow translacji, okreSlone w przestrzeni na przyklad trojwymiarowej. Zbior translacji
stanowigcy grup¢ przemienng musi spetnia¢ pie¢ warunkow:

» Zlozenie dwoch translacji daje translacj¢ nalezaca do grupy

* Lacznosé. Dla kazdych translacji a,b,c € G (at+b)+c = a+(b+c)

* Element neutralny e e G taki, ze dla kazdegoa € Gate =e+a=a

+ EL przeciwny. Dlakazdego a € G istnieje a™ € G takie, ze ata’ =al+a=¢e
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* Przemienno$¢. Dla kazdych a,b € G zachodzi a+b = b+a

Zaktadajac sferyczng symetri¢ weztow oraz ich potozenie w narozach komorki elementarne;,
fatwo wyliczy¢, ze 2 wezla na $rodku $ciany nalezy do wne¢trza komorki elementarnej. W
przypadku wezléw w narozach komorki prostokatnej, 1/8 kazdego z nich nalezy do wnetrza
komorki. Latwo wykazaé, ze dla komorek o dowolnym ksztalcie suma wktadow takich weztow daje
1 wezet wewnatrz danej komorki. Dlatego dla komoérki P, C, I oraz F liczba weziow Z w objetosci
komorki wynosi odpowiednio 1, 2, 2 oraz 4.

Opis zawartos$ci krysztatu upraszcza si¢ do popisu zawartosci pojedynczej komorki elementarnej
oraz podania wektorow jednostkowych translacji ao, bo, Co, ktorych liniowa kombinacja definiuje
potozenie kolejnych komorek w sieci krystalicznej. To nasuwa konieczno$¢ zastosowania geometrii
analitycznej lub wprowadzenia odpowiedniej symboliki stosowanej w krystalografii. Potozenie
punktu (np. polozenie réwnowagowe atomu) definiuje si¢ przez podanie wspoOtrzednych
utamkowych x y z. Sa to wspohrzedne wzgledne, liczone jako ulamki wektoréw jednostkowych
translacji wzdhuz osi X Y Z ukladu. Dlatego potozenie kazdego punktu x y z mozna opisaé
wektorem z punktem zaczepienia w poczatku uktadu:

r=xa+yb +zc

Z powyzszego wynika, ze wspotrzgdne punktéw nalezacych do komorki elementarnej
przyjmujg wartos$ci z przedziatu [0,1].

Proste i ptaszczyzny w sieci przestrzennej definiowane sg przez zbiory weztow (Rys. 1.2 i
1.4). Kierunek prostej w przestrzeni mozna opisaé przez okreslenie dwoch punktéw x1 y1 i 1 oraz
X2 Y2 1 Z2 nalezagcych do tej prostej. Wskazniki w symbolu prostej [uvw] oblicza si¢ jako roznice
wspotrzednych pary punktow [Ax Ay Az]. Przyktadowo para punktow 112 i 223 definiuje prosta
[111]. Jezeli rozwazymy osie X Y i1 Z, przechodzace przez poczatek uktadu oraz punkty na koncach
wektoréw ao, bo, Co, to osie majag symbole X [100] Y [010] i Z [001]. Nalezy zauwazy¢, ze
wszystkie proste rownolegte w przestrzeni majg identyczny symbol [uvw], co jest zgodne z przyjeta
definicja krysztatu.

Plaszczyzny w przestrzeni mozna jednoznacznie okresli¢ przez podanie wspotrzednych 3
punktow. Aby wprowadzi¢ symbole plaszczyzn trzeba rozwazy¢ pare plaszczyzn przecinajacych
osie uktadu w punktach HKL oraz Hi Ki i Li, odpowiadajacych weztom na osiach (Rys. 1.6) .
Potozenie tych punktow jest opisane catkowita wielokrotno$cig wersorow osi ao, bo, Co. TO prowadzi
do prawa wymiernych stosunkéw odcinkow: ilorazy dlugosci odcinkéw odcinanych na osiach przez
dwie plaszczyzny sg liczbami wymiernymi OH/OH1 OK/OK; OL/OL; € W.
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Rys. 1.6.

Na tej podstawie angielski krystalograf Miller wprowadzil symbolike plaszczyzn. Jesli zatozye,
ze odcinki OH, OK. i OL odpowiadaja odcinkom jednostkowym OH=ao, OK.=ho, OL=Co, to $ciana
przecinajgca osie w punktach H K 1 L moze by¢ §ciang odniesienia, a potozenie kazdej innej
ptaszczyzny mozna opisaé¢ wzgledem tej ptaszczyzny. Przeksztalcajac trzy liczby wymierne do liczb
catkowitych uzyskujemy wskazniki w symbolu Millera ptaszczyzny (hkl):

h =a/OH; k =bo/OK: I =co/OL1 gdzieh,k,1eC

Z definicji krysztatu wynika, ze plaszczyzny réwnolegle w przestrzeni sg sobie rownowazne,
gdyz przecinaja osie ukladu w kolejnych weztach na osiach. Mozna zatem opisa¢ w sposob
kompletny komodrke elementarng i scharakteryzowaé¢ jednoznacznie uktad krystalograficzny przy
pomocy tylko 4 ptaszczyzn. Trzy z nich sg definiowane przez pary osi uktadu XY, XZ 1 YZ, a
czwarta przecina osie w punktach okreslajacych dlugos¢ wersorow osi (Rys. 1.3). Ten zbidr $cian
nazywa si¢ czworos$cianem zasadniczym.

Rownolegtos¢ do osi uktadu oznacza nieskonczong dlugos$¢ odcinka odcinanego na tej osi. Z
definicji symboliki Millera wskaZnik obliczony np. dla osi X jako limes(ao/cc) = 0. Dlatego 3 $ciany
czworoscianu odpowiadajace §cianom komorki elementarnej majg symbole (100) (010) i (001), a
czwarta $ciana, wyznaczajaca dtugos¢ wersoréw osi ma symbol (111).

W krystalografii uzywa si¢ pojecia pasa — zbioru plaszczyzn réwnoleglych do wspolnej proste;,
zwanej osig pasa. Przynalezno$¢ do pasa prostej [uvw], czyli rownoleglos$¢ ptaszczyzny (hkl) do tej
prostej opisuje rOwnanie pasa:

hx +ky+1z=0

Niespehienie tego warunku oznacza, ze prosta [uvw] i plaszczyzna (hkl) nie sa do siebie
réwnolegle. Konsekwencja rownania pasa jest, ze wszystkie ptaszczyzny (0kl) spelniaja rownanie
pasa dla osi X [100], za$ ptaszczyzny (hOl) i (hkO) sa rownolegte do osi Y 1 Z.
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Rozktad materii w sieci krystalicznej wykazuje symetri¢ widoczng w morfologii krysztatu na
Rys. 1.7. Symetrie tak jak translacje sa przeksztalceniami izometrycznymi — zachowujacymi
odlegtosci. Do opisu symetrii S stosuje si¢ operatory macierzowe:

s11 s12 513
S | s21 s22 s23| dzialajace na punkty X dajac obraz X’
s31 s32 s33

Posta¢ macierzy jest tatwa do otrzymania. Rozwazenie iloczynu macierzy S i macierzy
kolumnowych opisujacych konce wektoréw ao, bo, Co. Przyktadowo:

s11 s12 s13)(1 s11
s21 s22 s23||0|=|s21 1 analogicznie dla punktow 010 1 001
s31 s32 s33)(0 s31

Rozwazy¢ nalezy symetrie wzgledem punktu, prostej i ptaszczyzny. Kazdej symetrii odpowiada
element symetrii — zbiér punktéw niezmienniczych danego przeksztalcenia. Symetria wzglgdem
punktu to symetria Srodka C. Obrazem punktu w symetrii $rodka jest punkt réwno odlegty od
srodka przeksztalcenia, lezacy na wspolnej prostej (Rys. 1. 8). Zbidr punktow niezmienniczych jest
jednoelementowy 1 zawiera tylko $rodek symetrii. Symetria srodka wigze 2 punkty réwnowazne
symetrycznie.

5
o 3
xXyz Xyz
I
Rys. 1.8. Rys 1.9 Rys. 1.10

Jesli zalozymy, ze poczatek uktadu pokrywa si¢ z potozeniem s$rodka symetrii, to symetri¢
srodka opisa¢ mozna roOwnaniem:
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-1 0 O X - X
0 -1 0||lyl=|-YVY
0O 0 -1)\z -2

Symetria wzgledem prostej (Rys. 1.9) odpowiada obrotowi wokot osi dwukrotnej L2 o kat 180°.
Symetria osi dwukrotnej wigze 2 punkty réwnowazne symetrycznie. Zbior punktow
niezmienniczych odpowiada prostej - osi obrotu. Poniewaz o$ obrotu jest elementem kierunkowym,
opisuje si¢ go symbolem [uvw]. Macierzowe operatory dla podstawowych osi dwukrotnych maja

postac:
1 0 O -1 0 O -1 0 O
Lo[100] |0 -1 O L0101 | O 1 O Lo[001] | O -1 O
0 0 -1 0 0 -1 0 0 1

Symetria wzgledem ptaszczyzny P pokazana jest na Rys. 1.10. Tak jak dla osi obrotu,
polozenie plaszczyzny opisuje si¢ symbolem Millera (hkl). Symetria plaszczyzny wiaze 2 punkty
rOwnowazne symetrycznie. Opis przeksztalcen przy pomocy operatorow macierzowych
przedstawiony jest ponizej:

10 0 1 0 0 10 0
P(100) | 0 1 0| P(010) [0 -1 0O P(001) |0 1 ©
0 01 0 0 1 00 -1

Dodatkowo wystepuje przeksztatcenie tozsamosciowe E opisane operatorem:

m
o O -
o — O
~ O O

Definiuje sie obroty o kat 360%n odpowiadajace obrotowi wokol osi n-krotnej. Mozna
wykazaé, ze w periodycznej sieci krystalicznej dozwolone sg obroty o 360/0 180, 120, 90 1 60
stopni, odpowiadajace osiom obrotu jednokrotnej L1, dwukrotnej L2, trzykrotnej Ls, czterokrotnej
L4 i szesciokrotnej Le. Jak wida¢, dolny indeks oznacza krotnos$¢ osi obrotu. Symetria osi n-Krotnej
wigze n punktow rOwnowazne symetrycznie.

Przeksztatcenia ztoZzone powstajace przez potaczone dziatanie obrotu wokot osi i symetrii
srodka (inwersji) noszg nazwe osi n-krotnych inwersyjnych Lni. W zaleznosci od krotnosci osi,
liczba punktéw rownowaznych symetrycznie wynosi 2, 2, 6, 4 i 6 dla osi inwersyjnych jedno-, dwu-
trzy- cztero- i szesciokrotnych.
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Rozklad materii w skonczonej, ograniczonej przestrzeni (czasteczka, komoérka elementarna)
mozna opisa¢ przy pomocy grup punktowych symetrii, ktorych elementami sa symetrie opisane
powyzej. Zbiory symetrii wraz z dzialaniem grupowym * tworzg grupy przemienne, jesli spetniajg
warunki:

» Zlozenie dwoch symetrii daje symetri¢ nalezaca do grupy

* Lacznose. Dla kazdych a,b,c € G (a*b) *c = a* (b*c)

* Element neutralny e e G taki, ze dla kazdego a € Ga*e =e*a=a

+ EL przeciwny. Dlakazdego a € G istnigje a* € G taki, ze a*a® =at*a=¢
* Przemienno$¢. Dla kazdych a,b € G zachodzi a*b = b*a

Ztozenie S1 * S2 = S3 odpowiada iloczynowy operatoré6w symetrii. Zamiast rachunku
macierzowego mozna postuzy¢ si¢ regutami sktadania operacji symetrii opisanymi ponize;j:

Reguta 1 opisuje zlozenie parzystokrotnych osi obrotu, prostopadiej ptaszczyzny i $rodka
symetrii. Obecno$¢ dwoch sposrod trzech symetrii implikuje istnienie trzeciej.

Lon * C =P1loy P*C=LaLp Lon*PL=C

Reguta 2 dotyczy zlozenia dziatania osi n-krotnej s dziataniem osi dwukrotnych prostopadtych
do Ln. Obecnos¢ jednej osi dwukrotnej implikuje istnienie n osi L2 prostopadtych do L,. Kat
miedzy sasiadujacymi osiami wynosi 180°%n. Istnienie osi Lo przecinajacych sie pod katem 180°%/n
implikuje istnienie osi Ln prostopadtej do ptaszczyzny zawierajacej osie dwukrotne.

Ln*Lot = nlotip

Reguta 3 wskazuje, ze obecno$¢ ptaszczyzny symetrii rownoleglej do osi L, 0znacza istnienie n
takich ptaszczyzn, przecinajacych si¢ pod katem 180%n. Takze istnienie plaszczyzn przecinajacych
si¢ pod katem 180°%n oznacza obecno$é osi Ln na linii ich przeciecia.

La*P| = nP|rn

Reguta 4 wskazuje, ze grupg tworzy parzystokrotna o$ inwersyjna Lani 0raz n 0Silz L 124 i N
plaszczyzn réwnolegltych do osi inwersyjnej. Liczba osi L2 i plaszczyzn jest rowna potowie
krotnosci osi inwersyjnej, potozone s3 naprzemiennie, a kat miedzy nimi wynosi 180%/n.

Loni * Lot lub Lani*P| = nlalponi +nP|

Zbiory elementow symetrii tworzace grupy przemienne nazywamy grupami punktowymi
(klasami). Grupy punktowe opisuja symetri¢ skonczonej przestrzeni - czasteczek lub komorki

elementarnej. W przestrzeni E3 wystepuja 32 grupy punktowe
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Do opisu symetrii stosuje si¢ trzy symboliki. Pierwsza to symbolika Grota, podajaca spis
wszystkich symetrii dziatajacych w przestrzeni krysztatu (osi obrotu Ln, inwersyjnych L,
ptaszczyzn symetrii P, §rodka symetrii C i tozsamosci E).

Druga, symbolika Schoenflisa opiera si¢ na zatozeniu, ze gléwna 0§ obrotu jest pionowa
(wertykalna). Jesli wystepuje tylko jedna o$ obrotu Ln, to symbol grupy to Cn. Jesli zgodnie z
regula 2 wystepuje 0§ Ln i n LoL to taka grupa ma symbol Dn. Potozenie ptaszczyzn opisuje si¢ literg
w indeksie dolnym. Plaszczyzna prostopadta do osi n-krotnej (horyzontalna) daje symbol Cqn.
Plaszczyzny rownolegle do osi L, (wertykalne, Reguta 3) daja symbol grupy Cnv. Dnn 0znacza
obecnos$¢ ptaszczyzny prostopadtej do gtéwnej osi, co moze oznaczaé takze plaszczyzny prostopadte
do osi Lo, czyli rownolegle do Ln, jesli jest to 0§ parzystokrotna (Reguta 1). Sa tez symbole osi
inwersyjnych Cni. Symbole specjalne dla grupy ze srodkiem symetrii i lub z ptaszczyzng to Ci i Cs.
Symbole dla grup punktowych uktadu regularnego to T, Th, Tq, O, On.

W krystalografii najwygodniejsza jest symbolika miedzynarodowa, ktora daje spdjne zasady
opisu grup punktowych, jak 1 ich uogélnienia — grup przestrzennych. W symbolice
migdzynarodowej gléwne kierunki symetrii sg opisane na pierwszym miejscu symbolu. Kierunki
rbwnowazne s3 opisane na tym samym miejscu symbolu. Elementy symetrii charakteryzujace ten
sam kierunek wystepuja na tym samym miejscu w symbolu, np. 2/m oznacza symetri¢ osi
dwukrotnej 1 prostopadlej do niej plaszczyzny. Zasady symboliki =zaleza od ukladu
krystalograficznego:

1. Uktad trojskoény - brak elementéw kierunkowych: 1; 1
2. Jednoskosny: a=y=900<B: L2|y; P_Ly

W symbolu symetria kierunku [010]: 2, m, 2/m
3. Rombowy - a=p=y=900: L2 || x,y,z; P L Xy, 2

W symbolu symetria kierunku [100], [010], [001]:

222, mm2, 2/m2/m2/m

4. Tetragonalny: a=b#c; a=p=y=900: L4 |z L2 x,y; PLxyz
W symbolu symetria kierunku z, xy, [110] i [1 10]:
4; 4/m; 422; 4mm; 4/mmm; 4; 42m
5. Regularny: a=b=c : L4,L2||x,y,z; L3|[[111]; P_Lx,y,z;[110]
W symbolu symetria kierunkow xyz, [111], [110]:
23; 2/m3; 432; 4/m32/m; 4 3m
6. Trygonalny: a=b=c; a=p=y#900 : L3||z; L2|[x1,X2,x3; PLxi
W symbolu symetria kierunkéw z, xi, przekatnych:
3;32;3m; 3; 3m
7. Heksagonalnylny: a=b#c y=120: L6|jz; L2|| x1,X2,X3; PLxi,z
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W symbolu symetria kierunkoéw z, xi, przekatnych:
6; 6/m; 622; 6mm; 6/m2/m2/m; 6; 6 2m

Rzeczywiste krysztaty sg obiektami o budowie periodycznej, z translacyjnie powielang komorka
elementarng. Dlatego opis rozktadu materii w krysztale wymaga zastosowania translacyjnych
elementow symetrii, ktore sg uogoélnieniem elementow symetrii opisanych powyzej. Translacyjne
elementy symetrii odpowiadaja przeksztalceniom zlozonym z symetrii i translacji o wektor
utamkowy rownolegly do elementu symetrii. Wyrdznia si¢ dwa rodzaje translacyjnych elementow
symetrii — osie srubowe i ptaszczyzny z poslizgiem.

Osie $rubowe o symbolu nm definiuje si¢ jako ztozenie obrotu o kat 360%n i translacji o wektor
m/n jednostkowej translacji wzdhuz osi obrotu. Przyktadowo symbol osi 65[001] oznacza obrot o
60° potaczony z translacja o 5/6 co. Nalezy zauwazyé, ze m jest liczbg naturalng o wartosci od 1 do
n-1. Wartosci m=0 i m=n odpowiadaja zerowemu lub jednostkowemu przesunigciu czyli zwyktlej
osi obrotu.

Plaszczyzny z poslizgiem opisuje si¢ symbolami literowymi. Plaszczyzny typu a, b i ¢ to
polaczenie symetrii plaszczyznowej z translacjami o wektor a/2, b/2 i ¢/2 réwnolegly do ptaszczyzny
symetrii. Plaszczyzny o symbolu n to potaczenie symetrii plaszczyznowej z translacjami o wektor
(atb)/2, (b+c)/2 i (atc)/2. Plaszczyzny d to polaczenie symetrii ptaszczyznowej z translacjami o
wektor (a+b)/4, (b+c)/4 i (atc)/4. Wyjatkowo wystepuja ptaszczyzny n i d o translacjach (at+b+c)/2 i
(at+b+c)/4.

Operator symetrii opisujacy te uogolnione przeksztatcenia ma posta¢ macierzy 4x4, gdzie blok
3x3 odpowiada symetrii, za$ tx, ty i tz to sktadowe translacji:

s11 s12 s13 tx
s21 s22 s23 ty
s31 s32 s33 tz

0 0 0 1

W roku 1891 niezaleznie od siebie, Rosjanin Jewgraf Stiepanowicz Fiodorow 1 Niemiec Arthur
Moritz Schonflies wyprowadzili wszystkie mozliwe grupy przestrzennej symetrii, ktorych w
trojwymiarowej przestrzeni jest 230. Elementami grup przestrzennych sa zwykta symetrie, symetrie
translacyjne oraz translacje opisane w grupach translacyjnych Bravais.
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Wyklad 2: Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego na krysztalach

W warunkach laboratoryjnych mozna generowaé promieniowanie rentgenowskie stosujac
lampy rentgenowskie. W polu elektrycznym o regulowanej réznicy potencjatow, elektrony sa
przyspieszane mie¢dzy anoda i1 katodg lampy. Przy odpowiedniej réznicy potencjalow pola,
elektrony trafiajgc w atomy katody moga powodowac¢ wybicie elektronow z wewngtrznych powtok
elektronowych oraz emisj¢ promieniowania. Zjawisko mozna opisa¢ w oparciu o zasade
zachowania energii uwzgledniajac energi¢ kinetyczng elektronu przyspieszanego Ee 1 energi¢
kinetyczng elektronéw po zderzeniu Ee = E1 + E2 + hv. Promieniowanie generowane podczas
zderzenia daje widmo ciagle. Po wybiciu elektronow z wewngtrznych powlok nastepuje
spontaniczne przeniesienie elektronow z powtok wyzszych, polaczone z emisja promieniowania o
energii hv = AE odpowiadajacej rdznicy energii poziomow, a wigc charakterystycznej dla materiatu
anody. To promieniowanie okres$la si¢ mianem widma charakterystycznego. Uzyskuje sig¢
promieniowanie rentgenowskie o uzytecznej w krystalografii dtugosci fali A 0.5 - 2.5 A. To
promieniowanie rentgenowskie oddzialuje z materia przez wzbudzenie atoméw zwigzane z
przeniesieniem elektronéw na wyzsze poziomy energetyczne. Przez analogi¢ do optyki, zakres
dtugosci fali A 0.5 - 2.5 A pozwala na ‘zobaczenie’ szczegdtéw rozktadu atoméw z rozdzielczoécig
definiowang jako A/2. Przykladowo, zastosowanie lampy z anoda Cu daje promieniowanie
A=1.54178 A, a anoda Mo generuje promieniowanie A=0.79021 A. Poréwnanie z dtugo$ciami
wigzan C-C 1.54 A, C=0 1.28 A, C-H 1.08 A, O-H 0.92 A wskazuje, ze uzycie promieniowania
rentgenowskiego pozwala zobaczy¢ czasteczki chemiczne jako zbior atomow.

Oddziatywanie promieniowania rentgenowskiego z atomami jest zwigzane z liczbg elektronow
danego atomu. Poniewaz efekt jest addytywny, wkiad kazdego atomu danego pierwiastka jest
jednakowy i wynika z liczby atomowej tego pierwiastka (Rys. 2.1). Opisuje si¢ go przez atomowy
czynnik rozpraszania fi, wyrazony réwnaniem

fi = fo exp(-Ksin?0/)?), gdzie

fo atomowy czynnik rozpraszania atomu nie wykonujacego oscylacji

K czynnik temperaturowy zalezny od amplitudy oscylacji atomu wokot potozenia réwnowagi
A dhugos¢ fali promieniowania

0 kat pod jakim obserwuje si¢ promieniowanie ugiete na atomie

Sie¢ krystaliczna wykazuje periodyczng budowe. Zbiory czasteczek (materia) definiujg proste i
ptaszczyzny w sieci, ktorych opis mozna poda¢ w odniesieniu do wybranego uktadu osi, czyli
uktadu krystalograficznego. Stosowana w krystalografii symbolika [uvw] 1 (hkl) odnosi si¢ do
wszystkich prostych lub ptaszczyzn rownoleglych w przestrzeni.
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Opis dyfrakcji promieniowania na weztach (czasteczkach) podat Laue. W przypadku
jednowymiarowej sieci przestrzennej, na prosta o statej a kierujemy wiazke pod katem padania au.
Wiazki oddziatuja z elektronami kolejnych czgsteczek, stajac si¢ zrodtem fal kulistych (Rys. 2.2).
Fale interferuja dajac wzmocnienie przy réznicy drog optycznych Az-A; réwnej catkowitej
wielokrotnosci dlugosci fali, co opisuje roéwnanie Lauego hA=a(cosaz-cosai). W rownaniu wspotczynnik

h oznacza rzad wzmocnienia wigzki.
stozek lauego a2 ge
a ol Al

Rys. 2.2

atomowy czynnik rozpraszania,

Rownanie Lauego wskazuje na $cisty zwigzek geometrii sieci (stata a) i geometrii dyfrakcji (katy a»
i a1). Dla sieci trojwymiarowej refleks wymaga spetnienia uktadu trzech rownan:

hA=a(cosaz-coso1)  kA=b(cosPz-cosP1)  IA=c(cosy2-cosyi)

Alternatywny (i réwnowazny) opis dyfrakcji z wykorzystaniem prostego formalizmu
odbiciowego zostal wprowadzony przez Braggéow. Wigzka promieniowania pada na rodzing
ptaszczyzn (hkl), ktére dziataja jak zwierciadlo odbijajac promieniowanie, a kat padania 0 jest rowny
katowi odbicia (Rys. 2.3). Przy zgodnosci fazy wiazek odbitych nastgpuje interferencja ze
wzmocnieniem wigzki, za§ przy roznicy faz wigzek interferujacych nastepuje ostabienie, ktore
osigga maksymalng warto$¢ dla roznicy faz 180°. Maksymalne wzmocnienie nastepuje, gdy rdéznica
drég optycznych A = PM+MQ réwna jest catkowitej wielokrotnosci dtugosci fali. Réwnanie Bragga
formutuje warunek na wzmocnienie wigzki promieniowania o dtugosci fali A padajacego pod katem
0 na ptaszczyzny (hkl) o odlegtosci dnki:

NA = 2dnk SINO lub  dh/n = 2sin6 / A

Wspodtezynnik n to rzad odbicia. Z réwnania Bragga wynika, Ze wzmocnienie nast¢puje pod
katami zaleznymi od odleglosci miedzyplaszczyznowej dna. Oznacza to, ze katy Bragga 6, pod
ktérymi obserwujemy wzmocnienie zaleza S$cisle od geometrii sieci krystalicznej. Wigzke
wzmocniong po odbiciu od plaszczyzn (hkl) oznaczamy symbolem hkl. Konsekwencja opisu jest
tez, ze kazda rodzina ptaszczyzn (hkl) daje wzmocnienia odpowiadajace kolejnym wielokrotnosciom
dhugosci fali promieniowania (Rys. 2.4). Wiazke drugiego rzedu oznaczymy symbolem 2h,2k,21 itd.
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Dla ptaszczyzn (231) obserwowaé bedziemy seri¢ wzmocnien 1, 2, 3 i kolejnych rzgdow o
symbolach 231, 462, 693 itd. W opisie mozna uniezalezni¢ si¢ od rzgdu odbicia dzielac d'=dn/n =
2sin6 / A.

#¥ §=16,95° /o

AT

Rys. 2.4

Sie¢ krystaliczna obok periodyczno$ci charakteryzuje si¢ wystgpowaniem symetrii. Opiszmy
zjawisko dyfrakcji dla dwoch rodzin plaszczyzn zwigzanych symetrig. Zatézmy, Zze rozwazamy
wystepowanie symetrii osi L2[010]. Witedy ptaszczyzny (hkl) i (-hk-1) sa réwnowazne, co oznacza
rownos$¢ odlegtosci dnkl i dihka.  Z rownania Bragga wynika, ze katy Bragga dla obu rodzin
ptaszczyzn sg identyczne:

2sinB / L = d’hki = d’-nk-t = 28IN0 / A
Obraz dyfrakcyjny wykaze symetri¢ zwigzang z symetrig sieci krystalicznej. Natezenie wigzki

ugietej od rodziny ptaszczyzn (hkl) krysztatu Inki zwigzane jest z czynnikami struktury Fhki, ktore
mozna wyliczy¢ jako sume¢ wkladéw atomow tworzacych strukture:

N
Iht ~ Frii= Y f; exp 2mi(hxi + kyi + 1zi)

i=1

F czynnik struktury, ~ . /1,
fi atomowy czynnik rozpraszania

h,k,l  wskazniki ptaszczyzny dajacej wiazke In
X,y,Zz  wspotrzgdne i-tego atomu w komorce elementarnej

Natezenie Ih wigzki ugietej zalezy od rodzaju atomu (fi) i polozenia (xyz), Geometria dyfrakcji
zalezy od parametrow sieci (dnk, a,b,c,0,B,y), a te sg powigzane z rozmiarami atomow i czgsteczek
tworzacych sie¢ krystaliczng oraz oddziatywan miedzy nimi.

Mozna obliczy¢ wartosci czynnikow struktury dla poprzedniego przyktadu krysztatu o symetrii
Lo[010]. Atomy rownowazne symetrycznie majg wspotrzedne xyz i —xy-z. Czynniki struktury
pochodzace od plaszczyzn zwigzanych symetrig Fhk | Fonk wyrazone jako suma wktadow pary
atoméw rownowaznych symetrycznie majg rowne wartosci:
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Frii = fi [exp 2ri{hx + ky + 1z} + exp 2ni{h(-x) + ky + 1(-2)}]
Fonk-1 = fi [exp 2ri{(-h)x + ky + (-1)z} + exp 2xi{(-h)(-x) + ky + (-1)(-2)}] = Fru

Zaro6wno geometria rozkladu wigzek jak i natezenia wykazujg symetri¢ zwigzang z symetrig
rozktadu materii w krysztale - symetrig sieci. Jednak formalizm opisu dyfrakcjami wigze si¢ z
prawem Friedla. Rozwazmy czynniki struktury zwigzane z refleksami ugietymi na ptaszczyznach
(hKl) i (-h-k-1), nie robigc zadnych zatozen o symetrii krysztatu. Wykorzystamy twierdzenie Eulera
dla funkcji eksponencjalnej z wyktadnikiem urojonym mowiace, ze exp(io) = coSa + i Sina oraz
parzystos¢ funkcji trygonometrycznych.

Fr = 2fi exp2mi(hx+ky+lz) = Xfi[cos2n (hx+ky+lz) + isin2z (hx+ky+1z)]

Fr = Zfi cos2r (hx+ky+lz) + i2fi sin2x (hx+ky+lz) = Anki + i Bhi
Inki ~ Fr Fri™ = (A +iB) (A -iB) = Ank? + Bhki®

Fonit = Zfi exp2mi(-hx-ky-1z) = Zfi[cos2n (-hx-ky-1z) + isin2z (-hx-ky-1z)]
Fonit = 2fi cos2m (hx+ky+lz) i iXfi sin2zn (hx+ky+lz) = Ank - | Bhi
I-hk-l ~ Foheket Fehokel” = (A - i Bid) (Anki +i Bhii) = Anki? + Bhii?

Stad  Ihki = l-hekel

Z prawa Friedla wynika, ze nat¢zenia refleksow hkl i —h-k-1 sa jednakowe, czyli obraz
dyfrakcyjny jest centrosymetryczny (wykazuje symetri¢ $rodka), bez wzgledu na rzeczywistg
symetri¢ sieci krystalicznej. W konsekwencji symetria obrazu dyfrakcyjnego odpowiada symetrii 32
grup punktowych ale zawiera symetri¢ $rodka, co ogranicza liczbe mozliwosci do 11 grup
dyfrakcyjnych Lauego:

Grupa punktowa Grupa dyfrakcyjna Lauego

1,1 1
2, m, 2/m 2/m

222, mm2, mmm mmm
3,3 3

32,3m, 3m 3m

4, 4, 4/m 4/m

422, 4mm, 4/mmm, 42m 4/mmm
6, 6,6/m 6/m

622, 6mm, 6/mmm, 6 2m 6/mmm
23, m3 m3

432, 43m, m3m m3m
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Istotng cechg jest, ze obraz dyfrakcyjny niesie dodatkowa informacje. Tzw. wygaszenia
systematyczne oznaczaja zerowe nat¢zenie refleksow i czynnikow struktury Fra w klasach
refleksoOw, niezalezne od rodzaju atomoéw 1 ich polozenia w komodrce elementarnej. Wartos¢
czynnika struktury oblicza si¢ jako sume¢ wkiladow atomoéw zwigzanych przeksztalceniem, stosujac
wspomniane juz twierdzenie Eulera.

Rozwazmy wptyw sieci translacyjnych Bravais na nat¢zenia wigzek. W komorce prymitywne;j
atom o wspotrzednych xyz ma atom rownowazny w sasiednich komorkach (przesunigcia
jednostkowe Iub ich kombinacja liniowa). kLatwo wykaza¢, ze czynnik struktury Fra = fi
exp2mi(hx+ky+lz) nie przyjmuje warto$ci zero niezaleznie od potozen atomow.

Wprowadzmy utamkowg translacje (at+b)/2 definiujaca sie¢ translacyjng C. Wspotrzedne
atomow rownowaznych to xyz oraz 1/2+x,1/2+y,z. Dla dowolnych refleksow hkl:

Fr = fi [exp2mi(hx+ky+1z) + exp2mi(h(1/2+x)+k(1/2+y)+z)]

Fri = fi [exp2ni(hx+ky+lz) + exp2mi(hx+ky+lz)exp2mi(h/2 + k/2)]
Fri = fi exp2mi(hx+ky+l1z) [1 + exp2mi(h/2 + k/2)]

Fri = fi exp2mi(hx+tky+lz) [1 + expmri(h+k)]

Fri = fi exp2mi(hx+ky+1z) [1 + cosnt (h+k) + i sinzt (h+k)]

Rozwazmy warto$¢ czynnika w nawiasie kwadratowym. Dla wskaznikow h+k € C warto$¢
sinm (h+k) = 0. Stad wyrazenie upraszcza si¢ dajac warunek na wygaszenia systematyczne:

- dlah+k=2n+1 1+cosn (h+k)=0 Fhii =0
- dla h+k=2n 1+cosn (h+k)=2 Fri =2fiexp2mi(hx+ky+1z) = 2 Fri (P)

Obserwowane czynniki struktury dla sieci C majg warto$¢ dwukrotnie wigksza niz hipotetyczne
czynniki od sieci prymitywnej. Jednocze$nie czynniki struktury dla nieparzystej sumy h+k majg
warto§¢ zero. Wyliczony efekt zwigzany jest z ulamkowa translacja wystgpujaca w sieci
krystalicznej. Mozna przeprowadzi¢ analogiczne wyliczenia dla innych typow sieci translacyjnych i
zwigzanych z nimi wygaszen systematycznych:

Typ sieci translacyjnej Bravais Wygaszenia systematyczne
P brak
A k+1=2n+1
B h+l=2n+1
C
F
I

h+k=2n+1
h+k=2n+1, h+I=2n+1, k+I=2n+1
h+k+1=2n+1

17

Projekt wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego



NARODOWA STRATEGIA SPOINOSC

UNIA EUROPEJSKA
KAPITAL LUDZKI FUNDLSZ SPOLECIY

Projekt pn. ,,Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w Toruniu w dziedzinach matematyczno-przyrodniczych”
realizowany w ramach Poddziatania 4.1.1 Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki

W 230 grupach przestrzennych wystepuja symetrie zarowno zwykte jak i translacyjne. Mozna
wykazaé, ze zwykla symetrie nie dajg wygaszen systematycznych ze wzgledu na brak utamkowych
translacji z nimi zwigzanych. Jednak osie Srubowe i ptaszczyzny z poslizgiem daja wygaszenia w
klasach reflekséw, pozwalajac na identyfikacje zarowno orientacji jak i1 rodzaju elementy symetrii.

Ponizszy przyktad ilustruje to zagadnienic. Dla osi 2i|ly wspotrzedne punktéw réwnowaznych
symetrycznie to Xyz oraz -X,1/2+y,-z. Suma wktadéw obu atomow:

Fra = fi [exp2mi(hx+ky+lz) + exp2mi(h(-X)+k(1/2+y)+1(-2))]
Fr = fi exp2mi(hx+ky+lz)[1 + exp2mi(-2hx+k/2-212)]

Dla dowolnych xyz trzeba przyja¢ h,1=0 i rozwaza¢ refleksy 0kO:
Frk = fi exp2mi(hx+ky+lz)[1 + coskn]

Warunek na wygaszenia systematyczne w klasie refleksow 0kO: Fnh = 0 gdy coskn = -1 czyli

dla k=2n+1. W przeciwnym wypadku dla k=2n warto§¢ coskm = 1 a Fni # 0. Klasa reflekséw z
wygaszeniami zalezy od orientacji elementéw symetrii, za§ warunek na wygaszenia zwigzany jest z
wektorem utamkowej translacji. Podsumowuje to tabela:

Orientacja Element symetrii Wygaszenia systematyczne
dowolna m,2,34,6 brak

[100] 21 h00; h=2n+1
[010] 21 0k0; k=2n+1
[001] 21 00l; I=2n+1
(100) b Okl;  k=2n+1

C Okl;  I=2n+1

n okl;  k+l=2n+1
(010) a hol;  h=2n+1

c hol;  I=2n+1

n hol;  h+l=2n+1
(001) a hkO; h=2n+1

b hkO; k=2n+1

n hk0; h+k=2n+1

Analiza wygaszen systematycznych jest wigc metoda okreslenia rzeczywistej grupy
przestrzennej krysztatu. Pozwala ona na rozwigzania niejednoznacznosci wynikajace] z prawa
Friedla gdy wygaszenia systematyczne wykazg obecno$¢ parzystokrotnej osi srubowej 1 prostopadtej
do niej ptaszczyzny z poslizgiem.
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Wyklad 3: Teoria czynnikow struktury i problem fazowy

Trojwymiarowa periodyczng sie¢ krystaliczng opisujemy w bazie wektorow a, b i ¢, zwigzanych
z wybranym uktadem krystalograficznym. Jednak w przestrzeni mozna zdefiniowa¢ nieskonczenie
wiele baz i dokonywa¢ transformacji miedzy nimi. W szczegdlno$ci dla bazy wektoréw a, b i ¢
przestrzeni rzeczywistej mozemy wybra¢ baze wektoréw odwrotnych a*, b* i ¢* definiujgcych sie¢
odwrotng. Wektory sieci odwrotnej mozna wybra¢ nastepujaco: dla ptaszczyzn rodzin (100), (010) i
(001) prowadzi si¢ proste prostopadle, z punktu wybranego za poczatek uktadu w sieci odwrotnej
odmierzajac odcinek 1/dioo réwny a* i odpowiednie dla pozostatych osi. Obrazem ptaszczyzny (hkl)
W przestrzeni rzeczywistej jest punkt hkl w przestrzeni odwrotnej definiowany przez wektor h = ha*
+ kb* + Ic*.

Funkcje G(h) nazywamy transformatg Fouriera funkcji g(x), gdy

G(h) =T[g(X)] = j g(x)-exp(2mih - xX)dVx
Wektor x definiowany jest w przestrzeni rzeczywistej wektorow a, b i ¢, zas h w przestrzeni
odwrotnej a*, b* i c*. Funkcja g(x) jest wyznaczana z odwrotnej transformaty Fouriera funkcji
G(h):
g(x) = TYG(h)] =k j G(h)-exp(-2nih-x)dVp*
Splotem dwoch funkceji g(x) i q(x) jest funkcja c(x) zdefiniowana jako:

c(x) =9(x) ® q(x) = VI g(x)-q(x-x")dV

Przesunigcie funkcji g(x) o wektor a na osi odcigtych nie zmienia jej czeSci rzeczywistej
(amplitudy), a jedynie czg$¢ urojona (fazg). Zmiana fazy jest proporcjonalna do h:

T[g(x-a)] = exp(-2znih-a)-G(h)

Jest kilka waznych twierdzen dotyczacych transformat. Transformata sumy funkcji jest suma
ich transformat. Transformata splotu dwéch funkeji jest iloczynem ich transformat:

T[o(x) ® q(x)] = G(h) - Q(h)
Transformata funkcji odwrotnej jest G*(h) = T [g*(-X)]. Mozna pokazaé, ze

P(X) = [ G(h)-G*(h)-exp(-2mih-x)dVi* = | |G(h)[2-exp(-2mih-x)dVi*

Vh* Vh*
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W komorce elementarnej mozna opisac rozktad gestosci elektronowej jako sume rozktadow dla
atomow a(x) = Xai(X-Xi). Transformata sumy funkcji jest sumg ich transformat. Jesli transformata
T[ai(x-xi)] = fi(h), to transformate funkcji a(x) mozna zapisac:

T[a(x)] = Zfi(h)-exp(2zih-X;)

W krystalografii funkcja g(x) to funkcja rozktadu gestosci elektronowej p(X), zas funkcja G(h)

to czynnik struktury F(h). Stad mozna zapisac:

F(h) = [ p(x)-exp(2rihx)dVx

Vx

Dla dyskretnego rozktadu punktowych atomow:

F(h) = Zfi-exp(2mihx)
Odwrotna transformacja Fouriera pozwala wyliczy¢ funkcje rozkladu gestosci elektronowej

p(X)-w punkcie o wspotrzednych X

p(x) = V1Y F(h)-exp(-2mihx)

Transformacja Fouriera z czynnikow struktury pozwala wyliczy¢ rozkladu gestosci

elektronowej w krysztale p(xyz)=V'ZF(hkl)-exp[-2mi(hx+ky+lz)]. Bezposrednie uzycie tego
robwnania nie jest mozliwe. Czynniki struktury, jako wielkosci zespolone opisuje si¢ amplituda
|[F(hkl)| oraz fazg ¢(hkl): F(hkl)=|F(hkl)|-exp[ip(hkl)]. Pomiar dyfrakcyjny dostarcza nam informacji
o intensywnosciach refleksow I(hkl), ktére sa proporcjonalne do kwadratu amplitudy |F(hkI)|2.
Mozna fatwo wyliczy¢ amplitudy jako pierwiastek z natezen refleksow otrzymanych w

eksperymencie dyfrakcyjnym |F(hkl)|=./I(hkl) , jednak brak informacji o fazie. To faza decyduje o

jaskosci uzyskanej funkcji rozkladu gestosci elektronowe;.

Problem fazowy mozna zilustrowa¢ Rys. 3.1. Czynnik struktury |Fhx|exp i¢ mozna wyrazié
jako sume wektorowa sktadowych rzeczywistej 1 urojone;.

Frki = |Frki|eXp i@ = |Frk|(cose + ising) = Anki + iBhki

I
IF|
B
tp\ R
A
Rys. 3.1
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Natezenie zmierzone w eksperymencie dyfrakcyjnym Ina ~ [Fa> = FF* = A%+B2. Nieznang
faz¢ @ Mozna ja wyliczy¢ ze znanych potozen atomow:

Frii = |Frki|(cose + ising) = Ank + iBhki
tgonki = Bhii / Anki

Wtedy eksperymentalne Fnii = |Fri| exp i@
lub w oparciu 0 model  F = Xfj exp 2mi(hxi + Kyi + 1zi)

Funkcja rozktadu gestosci elektronowej w punkcie o wspotrzednych xyz

pxyz = V1Y Fr exp -2mi(hx+ky+1z)

hkl

lub gdy znamy rodzaj i potozenie atomow w komorce xi,yi,zi

pxyz = VY [ fi exp 2mi(hxi+kyitlzi)] exp-2mi(hx-+ky+lz)
hkl i
Istotg problemu fazowego jest wigc fakt, ze fazg niezbedna do okreslenia potozenia atomoéw
mozemy wyliczy¢ znajac te potozenia.

Trzeba zauwazy¢, ze w wielu przypadkach mozna odgadnaé potozenie wybranych atoméw w
strukturze poréwnujac liczbe punktow rownowaznych symetrycznie w danej grupie przestrzennej
(Iprs) z liczba czasteczek w komorce elementarnej Z wyznaczong w oparciu o pomiar gestosci
krysztatu d. Ggsto$¢ mozna wyrazi€ jako iloraz masy i objetosci komorki elementarne;:

d =m/Vk=1.6604 Z Mcz | Vk
Z =0.6023 dV«/ Mcz

Liczbe punktéw rownowaznych symetrycznie oblicza si¢ dla kazdej grupy przestrzennej jako
iloczyn liczby punktow zwigzanych w grupie translacyjnej Bravais i liczby punktow zwigzanych
symetriami w danej grupie. Nalezy przypomnie¢, ze liczba punktoéw réwnowaznych symetrycznie
dla translacyjnych elementéw symetrii jest rowna liczbie punktow zwigzanych nietranslacyjnymi
symetriami.

Jezeli Z>lprs, to w czes$ci asymetrycznej struktury mamy wiecej niz 1 czasteczke (jednostke
chemiczng). Gdy Z=lprs, czg$¢ asymetryczna struktury zawiera jedng czasteczke. W obu
przypadkach czasteczki majg tylko symetri¢ tozsamo$ciowa i nie mozna nic wywnioskowaé o
potozeniu czasteczki. W przypadku gdy Z<lprs, utamek czasteczki rowny ilorazowi Z/lprs znajduje
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si¢ W czeSci asymetrycznej, a zatem czasteczka wykazuje wewnetrzng symetrie. W grupach
przestrzennych mamy Symetrie translacyjne lub zwykle, a tylko te ostatnie (osie obrotu,
plaszczyzny, srodek) moga opisywac symetri¢ czasteczki. Jesli zatem w czasteczce wystepuje atom,
ktory musi by¢ niezmienniczy w danym przeksztatceniu, to jego wspotrzedne sg $cisle okreslone.
Aby przyblizy¢ sposob rozumowania, rozwazmy wybrane przyktady.

Kompleks [Pt(NH3).Cl.] krystalizuje w rombowej grupie przestrzennej Pbca. Zatem pelny
zestaw symetrii obejmuje trzy plaszczyzny z poslizgiem, trzy osie srubowe 21 oraz §rodek symetrii.
Liczba punktéw réwnowaznych symetryczne w tej grupie lprs = 8. Pomiar gestos$ci wykazat, ze w
objetosci komorki elementarnej mamy 8 czasteczek. Dlatego na czg$¢ asymetryczng przypada 8/8=1
czasteczka, co oznacza, ze czasteczka nie ma wewnetrznej symetrii. Jesli pomiar gestosci wykaze,
ze Z=4, wtedy w czesci asymetrycznej mamy 4/8 czyli polowe czasteczki. Druga cze$¢ czasteczki
uzyskamy przeksztatcajac pierwsza stosujac Operacje symetrii wigzacej 2 punkty roOwnowazne
symetrycznie.  WSszystkie symetrie wystepujace w tej grupie przestrzennej (plaszczyzny z
poslizgiem, osie Srubowe 1 $rodek symetrii) spetniajg ten warunek. Jednak tylko symetria §rodka
(nietranslacyjna) moze opisa¢ symetri¢ czasteczki badanego kompleksu. Poniewaz czasteczka
zawiera jeden jon centralny, musi on by¢ punktem niezmienniczym przeksztatcenia, czyli jego
polozenie pokrywa si¢ z potozeniem $rodka. W konsekwencji znamy potozenie jonu Pt(0,0,0)

Krysztat [Pt(NH3)2Cl2] otrzymano w grupie P2i/c przy Z=2. W tej grupie mamy dwa
translacyjne elementy symetrii — o$ srubowa i ptaszczyzne z poslizgiem, oraz nietranslacyjng
symetri¢ $srodka. Tylko nietranslacyjne elementy symetrii moga opisywac symetri¢ czasteczki.
Dlatego w omawianym przyktadzie czasteczka musi wykazywac symetrie $rodka, a pojedynczy jon
platyny musi leze¢ na $rodku symetrii. Przyjeto, ze wyboru poczatku uktadu wspédirzednych
dokonuje sig¢ tak, ze jest to jeden z punktéw niezmienniczych przeksztatcen w grupie symetrii. Jesli
grupa jest centrosymetryczna, to poczatek uktadu pokrywa si¢ ze Srodkiem symetrii. Stad
wspotrzedne jonu Pt?* to 000.

Kompleks [Pt(NHz)2Cl2] krystalizuje w grupie przestrzennej Pnn2. Jest to grupa z uktadu
rombowego, a wiec trzy miejsca w symbolu charakteryzujg symetri¢ kierunkéw X, Y i Z ukladu.
Oznacza to, ze 0§ dwukrotna ma kierunek Z. W tej grupie sa 4 polozenia rownowazne symetrycznie.
Z pomiaru gestosci wynika warto$¢ Z=2, co oznacza 1/2 czasteczki w czesci asymetrycznej 1 w
konsekwencji symetri¢ C2 czgsteczki. O$ dwukrotna to zbior punktow {0, 0, z}, gdzie z przyjmuje
dowolng warto$¢. Analizowana grupa nalezy do grup polarnych, i mozna przyja¢ dowolng warto$¢
wspoétrzednej z dla jednego z atomow, wyznaczajac w ten sposob jego potozenie wzgledem poczatku
uktadu, czyli wybierajac poczatek uktadu! To pozwala wyliczy¢ wartos¢ fazy ¢ i funkcje rozktadu
gestosci elektronowe;.

22

Projekt wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego



UNIA EUROPEJSKA

E KAPITAL LUDZKI FUNDLSZ SPOLECIY

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSC

Projekt pn. ,,Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w Toruniu w dziedzinach matematyczno-przyrodniczych”
realizowany w ramach Poddziatania 4.1.1 Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki

W podobnych przypadkach wydedukowanie wspotrzednych atoméw pozwala na obliczenie
przyblizonej wartosci fazy i dalej funkcji rozkladu gestosci elektronowej. Takie odgadnigcie
struktury jest jednym ze sposobow rozwigzania problemu fazowego.

Dla odgadnigtego lub znanego potozenia atomu lub kilku atoméw, mozna wyliczy¢ czynnik
struktury zgodnie ze wzorem:

F = 2fi exp 2mi(hxi + Kyi + 1zi) = Anki + iBhii

Fazy obliczone dla wszystkich refleksow sa przyblizone, gdyz oparte sa o wktad tylko kilku
atomow. Jednak jesli ten wklad jest istotny (dla cigzkich atoméw fj jest duze), to uzyskane wartosci
sg dobrym przyblizeniem rzeczywistych faz. Wtedy maksima na obliczonej mapie rozktadu gestosci
elektronowej ujawnig potozenie kolejnych atomow, ktérych wkiad do wartosci obliczonego
czynnika struktury a w konsekwencji do fazy uwzglednia si¢ w kolejnym obliczeniu. Tak metoda
kolejnych iteracji mozna zlokalizowa¢ wszystkie cigzkie atomy, poprawiajac wyliczone warto$ci
fazy dla wszystkich refleksow. Znalezienie potozen atoméw wodoru prowadzi si¢ po usci§leniu
struktury metoda najmniejszych kwadratow przez dopasowanie wspotrzednych i amplitud oscylacji
atomow niewodorowych do danych eksperymentalnych (obserwowane natezenia lub czynniki
struktury)

Wyklad 4: Metody maloczasteczkowe rozwigzywania problemu fazowego

Problem fazowy polega na tym, Zze z eksperymentu dyfrakcyjnego otrzymujemy warto$ci
natezen wigzek Iha, a te mozna przeliczy¢ na amplitudy czynnikow struktury |[Fra|. Jednak te
eksperymentalne dane nie pozwalajg na obliczenie odwrotnej transformaty Fouriera

Pxyz = V1 > Fn exp -2mi(hx+ky+lz)

hkl

gdyz nie znamy wartosci fazy pozwalajacej wyliczy¢ Fnu = |Fr| exp i9p. Faze mozna wyliczy¢,
jesli znamy rodzaj 1 potozenie atomow w komorce Xi,Vi,Zi

pxyz = VY [S fi exp 2mi(hxitkyitlzi)] exp-2mi(hx-+ky+1z)

hd i
oraz

tgpnki = Bkt / Anki

Obok odgadnigcia struktury (przypadek praktycznie niemozliwy dla biatek czy kwasow
nukleinowych!) istnieje kilka eleganckich formalnie metod rozwigzania problemu fazowego.

23

Projekt wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego



UNIA EUROPEJSKA
KAPITAL LUDZKI EUROPEJSKI

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI FUNDUSZ SPOLECZNY

Projekt pn. ,,Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w Toruniu w dziedzinach matematyczno-przyrodniczych”
realizowany w ramach Poddziatania 4.1.1 Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki

Metoda Pattersona polega na zastosowaniu odwrotnej transformacji Fouriera do natezen
refleksOw zmierzonych eksperymentalnie. Wyniki pomiaru nalezy przedtem skorygowac o czynniki
geometryczne i fizyczne wptywajace na mierzone nat¢zenie, a opisane poprawkami Lorentza L,
polaryzacyjng p 1 absorpcji A:

| = LpA |F]2 = LpA FF*

Odwotujac si¢ do wstepu matematycznego, mozna warto$¢ transformaty w punkcie u,v,w
zapisac:

Puvw = V13 FF* exp-2mi(hu+kv+iw)

hkl

Zapis odpowiada splotowi funkcji rozktadu gestosci elektronowej pxyz oraz funkcji przesunietej
0 wektor [uvw]

Puvw = j Pxyz & Px-u,y-v,z-w dv

W punkcie uvw warto$¢ funkcji Pattersona jest proporcjonalna do pxyz ® px-uy-v,zw. Jesli wektor
uvw odpowiada wektorowi migdzy atomami o duzej liczbie atomowej, gestos¢ elektronowa p
zwigzana z tymi atomami jest duza i warto$¢ funkcji Puw jest duza. Jezeli uvw nie jest wektorem
miedzyatomowym, to W (Xyz) (x-u,y-v,z-w) lub w obu punktach gesto$¢ ma wartos¢ bliskg zeru,
zatem wartos$¢ funkcji Pattersona P jest mata lub zerowa (Rys. 3.1 i Rys. 3.2).

TI r
/_ plx-m) /_ f sl P
NI \_ _/ p(x) 5
Rys. 3.1 Rys. 3.2 Rys. 3.3

Jesli uvw to sktadowe wektora miedzy atomami, to Puvw ~ l.a.(atl) @ la.(at2), a sktadowe
wektora sa rowne U=Xz-X1 V=Yz-y1 W=2z2-z1 (Rys. 3.3). Dla struktury bromobenzenu piki
odpowiadajace wektorom migdzyatomowym Br-Br, Br-C i C-C beda mialy wysokosé
proporcjonalng do 1225, 210 1 36. Dlatego po wyliczeniu wartosci funkcji Pattersona tatwo byloby
zidentyfikowaé piki odpowiadajace wektorom Br-Br. Trzeba zauwazy¢, ze dla struktury N-
atomowej mamy N(N-1) pikow, a dodatkowo funkcja Pattersona wykazuje symetri¢ $rodka.
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Dalszym ulatwieniem interpretacji funkcji Pattersona sg cigcia Harkera, definiowane jako
wektory migdzy atomami zwigzanymi symetrig w danej grupie przestrzennej. Po zidentyfikowaniu
grupy na podstawie symetrii obrazu dyfrakcyjnego i wygaszen systematycznych mozna okresli¢
cigcia Harkera. Przykladowo dla grupy przestrzennej C2/c ci¢cia beda zwigzane z dzialaniem sieci
translacyjnej C, srodka symetrii, osi dwukrotnej i1 ptaszczyzny c. W tej grupie dla komorki C cigcie
uvw odpowiada wektorowi %440, dla srodka 2x,2y,2z (Rys. 3.3), dla osi dwukrotnej [010] 2x,0,2z, a
dla plaszczyzny z poslizgiem c to wektor 0,2y,%.

Pozostaje pytanie kiedy da si¢ zastosowa¢ metode Pattersona do rozwigzania problemu
fazowego. Narzucajaca si¢ odpowiedz — dla struktur zawierajacych atomy ci¢zsze od pozostatych.
Jak ciezkie? To okresla wzor Sima, £Z%neavy / £Z%ight ~0.5. Jednak przy wartoéci ilorazu okoto 0.1
tez mozna uzyska¢ rozwigzanie. Efektywnie mozna uzy¢ tej metody dla rozwigzania struktury
zwigzkow organicznych zawierajacych atom siarki lub cigzszy. Obecno$¢ atomu Br praktyczne
gwarantuje, ze obliczone polozenie atomu ciezkiego da fazy, ktére pozwola obliczy¢ mape gestosci
elektronowej pokazujaca czasteczke lub jej duzy fragment. Natomiast metoda Pattersona nie da si¢
zastosowa¢ do zwyklych zwigzkow organicznych, gdyz nie ma tam atoméw duzo ciezszych niz
pozostate - trudno odr6zni¢ ciecie Harkera O-O (~64) od O-C (~48) i C-C (~36) gdy funkcja
Pattersona ma N(N-1) pikow.

Nalezy tez podkresli¢, ze metoda Pattersona jest stosunkowo malo wrazliwa na biedy
systematyczne wynikajace z eksperymentu. Wazne jest uzyskanie rzeczywistych wartosci |F|* przez
korekte zmierzonych natezen reflekséw o czynniki Lorentza, polaryzacyjny i absorpcje. Z drugiej
strony konieczno$¢ zastosowania ci¢¢ Harkera powoduje, ze trzeba poprawnie okres$li¢ grupe
przestrzenna.

Co zrobi¢, gdy nie mozna odgadna¢ potozenia atoméw w strukturze (bo nie jest spetniony
wymoég Z<lprs) albo nie ma atomdw istotnie cigzszych od pozostatych? Dla struktur zawierajacych
‘jednakowo lekkie’ atomy stosuje si¢ metody bezposrednie, za opracowanie ktorych Jerome Karle 1
Herbert Hauptmann uzyskali w 1985 roku nagrod¢ Nobla. Metody bezposrednie oparte sa na
zalezno$ciach miedzy wartosciami czynnikdéw struktury. Pierwszym etapem jest skalowanie
refleksow 1 obliczenie ogdlnego czynnika temperaturowego metoda Wilsona. Nastgpnie prowadzi
si¢ normalizacj¢ czynnikow struktury zgodnie z rownaniem, w ktorym licznik ulamka to uzyskane
po skalowaniu kwadraty czynnikéw struktury, mianownik zawiera sume¢ kwadratow atomowych
czynnikOw rozpraszania 1 mnoznik uwzgledniajagcy zmiang¢ nat¢zen zwigzang z wygaszeniami
systematycznymi:

E2h = |Frwa? / 2fi% &
Dla transformat Fouriera G(h) gestosci elektronowej zachodzi zwigzek w przestrzeni odwrotnej

G(h) = JG(h*)G(h-h*)dV*. Podstawa teoretyczna jest wynikajace z tego rdwnanie Sayre’a, w ktorym
catke mozna zastgpi¢ sumg po h’ (refleksach)
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E(h) =T = E(h")E(h-h")

Dla struktur centrosymetrycznych rozwigzanie jest wzglednie tatwe. Mozna wykazaé, ze dla
nich faza moze mie¢ tylko dwie wartosci: 0 lub n. To odpowiada zaleznosci

E(h) = |E(h)| cosa = |E(H)| s(h) gdzie s(h) to +1 lub -1

Roéwnanie Sayre’a dla duzych wartosci znormalizowanych czynnikéw struktury E dla trypletu
reflekséw o wskaznikach h, h’ oraz h-h’ prowadzi do zaleznosci X:

s(h) = s(h*)s(h-h”),

ktorej szczegdlnym przypadkiem jest zaleznos¢ X1 gdy h = 2h’ : s(h) = s(h’)s(h’). Bez wzgledu
na wartos$¢ fazy refleksu h’, faza refleksu h wynosi 0.

Prawdopodobienstwo okreslenia fazy z zaleznosci Z> dla struktury N-atomowej:
p = 1/2 + 1/2 tgh [1/NY2 | E(h1)E(h2)E(h3)| ]

Prawdopodobienstwo rosnie dla refleksow o duzych E(hi), E(h2), E(hs), maleje dla duzych N.
Wynika z tego, ze metody bezposrednie mozna stosowac dla stosunkowo matych struktur, ale nie dla
biatek.

Dla struktur niecentrosymetrycznych nie ma ograniczenia wartosci fazy refleksow. Stosuje si¢
wzor tangensowy Karle-Hauptmanna

2| E(h)E(h—h")sin] a(h) + a(h—h')]
2| E(h)E(h—h)cos[a(h’) +a(h—h)]

tg a(h) =

Ta metoda obliczenia fazy refleksu hkl moze by¢ stosowana dla struktur zwigzkow
organicznych 1 metaloorganicznych. Nalezy pamigta¢, ze u podstaw metod bezposrednich lezy
zatozenie o identycznos$ci wszystkich atomow w strukturze 1 ich jednakowych oscylacjach wokot
potozen rownowagi. Jesli to uproszczenie jest zbyt drastyczne, metoda moze zawies¢. Kolejnym
ograniczeniem jest normalizacja, wymagajaca znajomosci sktadu zwigzku w badanym krysztale.
Wprowadzenie btedéw na tym etapie moze utrudni¢ uniemozliwi¢ rozwigzanie problemu fazowego.
Z kolei niepoprawna symetria grupy przestrzennej moze spowodowac usrednienie wartosci
czynnikow struktury nie zwigzanych symetria w rzeczywistym krysztale, co takze moze
uniemozliwi¢ rozwigzanie struktury.
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Znormalizowane czynniki struktury En« maja takie same wlasciwosci jak czynniki struktury
Frk. Odwrotna transformacja Fouriera prowadzi do wyliczenia map rozktadu gestosci elektronowe;.
Ze wzgledu na rodzaj zastosowanych czynnikow struktury, mamy kilka rodzajéow funkcji
opisujacych rozktad gestosci elektronowej. We wszystkich przypadkach fazy ¢ sa obliczane w
oparciu o wspotrzedne zlokalizowanych atomow (metody bezposrednie, metoda Pattersona,
odgadnigecie).

Funkcja pcaic opisujaca obliczony rozktad gestosci elektronowej odpowiada aktualnemu
modelowi rzeczywistej struktury krysztalu. Jest ona liczona jako odwrotna transformata Fouriera
obliczonych czynnikow struktury Fenk bedacych sumg wktadow atomoéw o znanych wspotrzednych:

Fena = 2f [cos2m (hx+ky+z) + isin2z (hx+ky+lz)] = A + iB
Pcalc = V'12 Fehk exp -2mi(hx+ky+l1z)

hkl

Czynnik Fonk (Fhk obserwowany) obliczany jest z uzyciem |[Frk| z eksperymentu oraz fazy oc
okreslonej z cze$ciowo znanej struktury:

Fo=|Flexpipc  gdzie oc=tg? [Zfsin2n (hx+ky+lz) / Zf cos2n (hx+ky+1z)]

Obserwowana gestos¢ elektronowa pobs jest liczona jako odwrotna transformata Fo. Jest to mapa
rzeczywistego rozktadu gestosci eksperymentalnej, tej, ktora powoduje powstanie zmierzonego
obrazu dyfrakcyjnego krysztatu.

pobs = VY Fo exp -2z (hx+ky+1z)

hkl

Bardzo wazna i uzyteczna jest transformata z réznicy funkcji Fo i Fc, odpowiadajgca rdznicy
funkcji rozktadu gestoSci pobs- peac = Ap. Mapa ta nazywana jest mapg réznicowa. Rodznica
czynnikow struktury refleksow hkl liczona jest jako:

Fo-Fc = |Flexp igc - 2fi exp 2mi(hxi + Kyi + 1zj)
gdzie faza ¢ = tg[Zf sin2x (hx+ky+1z) / 2f cos2n (hx+ky+1z)]

Ap(xyz) = V'Y (Fo-Fc) exp -2mi(hx+ky+1z) = pobs (XYZ) — pealc (XYz)

hkl
Funkcja réznicowa stuzy do kompletowania i korygowania btedow struktury. Wartos$¢ Ap (xyz)

< 0 oznacza, ze pobs < pealc, CZYli W modelu w polozeniu xyz mamy za wysoka warto§¢ pcaic W
porownaniu z rzeczywistg gesto$cig — za cigzki atom lub atom w btednym potozeniu. Jesli Ap (xyz)
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> () oznacza, Ze pobs > Pealc. 10 z kolei znaczy, ze w punkcie xyz brak atomu lub w modelu znajduje
si¢ tam atom o zbyt malej liczbie atomowej. Interpretacja map réznicowych gestosci pozwala na
skorygowanie niepoprawnej konformacji czasteczki biatka, a takze wskazuje na obecnos$¢
rozpuszczalnika w strukturze krysztatu.

Do oceny jakos$ci rozwigzania struktury uzywa si¢ tzw. wskaznika rozbieznosci R:

S TARIA
2IF,|

Dla poczatkowych etapéw budowy modelu R~30%. Dla dobrze udoktadnionych struktur
matoczasteczkowych R~2-6%, dla dobrze okreslonych struktur bialek wskaznik rozbieznos$ci
R~10-20%.

Wyklad 5: Metody proteomiki strukturalnej

Proteomika strukturalna postuguje si¢ kilkoma metodami pozwalajacymi na okreslenie struktury
przestrzennej bialek. Naleza do nich krystalografia rentgenowska lub stosujaca inne rodzaje
promieniowania (wigzki elektrondw 1 neutrondw), spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego NMR, oraz mikroskopia elektronowa EM. Ze wzgledu na dostepnos¢ metody 1 wage
wynikow, najczesciej stosowana jest krystalografia rentgenowska. W banku struktur biatkowych 1
kwasow nukleinowych PBD, na 96692 zdeponowanych struktur, metodami krystalograficznymi
rozwigzano 85486 struktur (88.4 %), 10.6 % struktur okreslono metoda NMR, a tylko 716 struktur
metoda mikroskopii elektronowej.  Innymi metodami okre§lono 176 struktur, w tym 44
neutronograficznie 1 38 elektronograficznie. Te dane (01.01.2014) jednoznacznie wskazujga na
wiodacg role krystalografii rentgenowskiej w badaniach biomakroczasteczek.

W krystalografii strukturalnej najwazniejszy jest problem fazowy. Aby obliczy¢ mape rozktadu
materii, potrzebujemy zaréwno amplitud czynnikow struktury, jak i ich faz. Obliczenie czynnikow
struktury Fnki = |Fnki| expig umozliwia obliczenie odwrotnej transformaty Fouriera

Pxyz = V1 > Fn exp -2mi(hx+ky+lz)

hkl
Faze mozna wyliczy¢ ze znanych potozen atomow w komoérce xiVizi. Dla struktur
matoczasteczkowych zawierajacych ciezki atom, mozna zastosowa¢ metode Pattersona postugujac

si¢ ciegciami Harkera. Jednak stosowalno$¢ tej metody ograniczona jest warunkiem Sima:

Ezzheavy / ZZzlight ~0.5
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Rozwazenie sktadu biatka zbudowanego z naturalnie wystepujacych aminokwaséow wskazuje,
ze liczba atoméw siarki (Cys, Met) w typowym bialku nie jest wystarczajaca dla rozwigzania
problemu fazowego w klasyczny sposob. Takze w przypadku metaloenzyméw wkiad jonéw metalu
nie bedzie nawet w przyblizeniu spetniat tego warunku. Z tego punktu widzenia czasteczke biatka
nalezatoby traktowac¢ tak jak zwigzki organiczne. Przyktadem moze by¢ NTPDazal z S. tuberosum,
dla ktérej w 455-aminokwasowej sekwencji jest 8 cystein 1 7 metionin. Jesli atomy S traktowac jako
atomy ciezkie, to iloraz Sima przyjmuje warto$¢ 0.0595

Mozna probowaé zastosowaé metody bezposrednie do otrzymania zbioru faz i dalszego
obliczenia funkcji rozktadu gestosci elektronowej. Prawdopodobienstwo przypisania fazy w oparciu
o zaleznos$¢ X dla struktury N-atomowej ro$nie dla reflekséw o duzych E(hi), E(h2), E(hs), maleje
dla duzych struktur:

p = 1/2 + 1/2 tgh [1/NY2 | E(h1)E(h2)E(h3)| ]

Dla biatka zbudowanego z 500 aminokwas6w przecictnie zawierajagcych 10 atoméw
niewodorowych prawdopodobienstwo bedzie zaleze¢ od 1/70 iloczynu trzech wartosci E, co da
warto$§¢ prawdopodobienstwa zblizong do '2.  Uzycie takiej fazy do dalszych zalezno$ci X
niemozliwi obliczenie poprawnych map rozktadu gestosci elektronowej. Jak wiec radza sobie
wszyscy autorzy zdeponowanych struktur?

Jedng z metod jest metoda podstawienia czasteczkowego MR (Molecular Replacement).
Biatko zbudowane jest z aminokwasoéw potaczonych w tancuch polipeptydowy. Lancuchy boczne
aminokwasow tworza oddziatywania z otaczajacymi fragmentami bialka, przy czym oddziatywania
te zaleza od rodzaju aminokwasu. Takze grupy tancucha glownego tworzg sie¢ wigzan wodorowych
z otoczeniem. Te oddziatywania powoduja zmiany konformacyjne tancucha gtownego i przyjecie
przez polipeptyd optymalnej konformacji odpowiadajagcej minimum energetycznemu. Mozna
przyja¢, ze w jednakowych warunkach fizyko-chemicznych fancuch polipeptydowy o okreslonej
sekwencji aminokwasowe] osiggnie rownowage termodynamiczng przyjmujgc zawsze takg sama
konformacje, odpowiadajacg globalnemu minimum energii.

Jesli badamy nieznane biatko, mozemy poszuka¢ biatka o jak najbardziej podobnej sekwencji,
ale o znanej strukturze przestrzennej. To biatko bedzie modelem bialka nieznanego. Jesli
identycznos$¢ sekwencji bedzie wysoka, mozna zatozy¢, ze sfaldowanie biatka modelowego bedzie
bardzo zblizone do biatka badanego. Wrdémy do funkcji Pattersona. Kazda czasteczke mozna
przedstawi¢ jako kompletny zbidr wektorow miedzy jej atomami. Na tej podstawie mozna wyliczy¢
wartosci funkcji Pattersona odpowiadajace czasteczce biatka. Funkcja Pattersona wyliczona na
podstawie struktury biatka modelowego Puvwmodel powinna wigc odpowiada¢ funkcji Pattersona
biatka badanego. @ W eksperymencie dyfrakcyjnym mierzymy natezenia refleksow, ktore
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przeliczamy na kwadraty amplitud |Fwl|? i znana metoda obliczamy transformate Fouriera uzyskujac
eksperymentalng funkcje Pattersona dla nieznanego biatka Puwwexp.

Procedur¢ dopasowania obu funkcji Pattersona mozna podzieli¢ na dwa etapy. W pierwszym
dokonujemy obrotu modelowej czgsteczki biatka z niewielkim krokiem katowym, aby znalez¢
najlepsze dopasowanie — postugujemy sie tzw. funkcjg rotacyjng RF. Prawidtowa orientacja
czasteczki modelowej powinna odpowiadaé orientacji czasteczki badanej w komorce elementarne;.
Nalezy zaznaczy¢, ze to najdluzsze wektory migedzyatomowe pozwalaja na dokladne orientowanie
czasteczki, ale muszg to by¢ wektory wewnatrzczasteczkowe.

R((I)!\V’K) = IPeXp(U)Pmodel(d),W,K,U)dU

W drugim etapie, po znalezieniu wtasciwej orientacji, poszukuje si¢ polozenia tak orientowanej
czasteczki w komorce elementarnej badajac funkcje translacyjng TF odpowiadajaca wektorom
migdzyczasteczkowym Mozna to robi¢ badajac korelacje pomiedzy funkcjami Pattersona lub
czynnikami struktury, jak w rownaniu:

T(r) = JFexp(r)Fmodel (0,7, K)(r)dr

Maksimum funkcji translacyjnej odpowiada prawdziwemu polozeniu czgsteczki o orientacji
okreslonej w pierwszym kroku. Zwraca uwage fakt, ze przeszukania funkcji translacyjnej nalezy
dokonywaé w gestej siatce punktow xyz, aby nie poming¢ prawdziwego rozwigzania. To wymaga
kazdorazowego wyliczenia czynnikdéw struktury Frk dla przesunigtej czasteczki probnej i jest to
duzy problem obliczeniowy.

Rodzi si¢ pytanie, jak podobna ma by¢ czasteczka modelowa do czasteczki badane;.
Prowadzono badania poroéwnawcze struktur biatek 1 niezaleznie uzyskanych modeli czasteczek,
wiazac zmiany konformacji bialka ze zmianami w jego sekwencji. Wyniki prowadzily do wniosku,
ze 30 % identycznosci sekwencji odpowiada srednia kwadratowa odleglto$¢ potozen atoméow Ca. od
rzeczywistej okoto 1.5 A. Ta wartoéé wydaje sie dobra wskazowka stosowalnosci modelu. Przy
wigkszej roznicy potozen atoméw Co rmsd>1.5 A moga wystapié¢ trudnosci ze znalezieniem
maksimum RF 1 TF. Jednak identycznos¢ sekwencji na poziomie 20% tez daje szanse na sukces
przy zastosowaniu metody MR.

Teoria czynnikéw struktury podpowiada kolejng metode. Jest nig metoda podstawienia
izomorficznego MIR (Multiple Isomorphous Replacement). Addytywnosci wkladow atomowych
powoduje, ze czynnik struktury mozna przedstawi¢ jako sume¢ wektorowych wktadéw atomowych
(Rys. 5.1)
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Rys. 5.1

Suma wktadow atomow bialka daje wypadkowy wektor Fp, odpowiadajacy czynnikowi
struktury natywnego biatka. Zat6zmy, ze biatko wigze cigzki atom, co daje w rezultacie czynnik
struktury kompleksu biatko-cigzki atom Fpy. Obie warto$ci roznia si¢ wkladem cigzkiego atomu Fn
do czynnika struktury, ktory zgodnie z teorig jest znacznie wickszy od kazdego z pozostatych
atomoéw. Jesli ocenimy wkiad cigezkiego atomu przez iloraz Sima, na pewno nie przekroczymy
krytycznej warto$ci pozwalajacej na bezposrednie zastosowanie metody Pattersona.

Wiadomo, ze biatko stanowi 20-80 % zawartosci krysztatow, reszt¢ stanowi rozpuszczalnik,
tworzacy tzw. kanaly wodne. To umozliwia wprowadzenie cigzkich atomdéw przez zanurzenie
krysztatu biatka w roztworze soli ciezkich jondéw, czyli metoda nasgczania. Jony ciezkie beda
wigzane zgodnie z ich powinowactwem do wilasciwych chemicznie grup, czgsto na powierzchni
biatka, nie powodujac zmian konformacji. Biatko 1 kompleks majg ta samg struktur¢ — moéwimy, ze
sg izomorficzne. To spelnia wymdg, ze czynnik struktury natywnego biatka Fp jest identyczny z
wktadem atomow biatka w czynniku struktury kompleksu Fph.

Mozna zatem przeprowadzi¢ dwa eksperymenty dyfrakcyjne, mierzac w pierwszym Inap dla
krysztalu natywnego biatka, a w drugim Inapn dla kompleksu. Przy zachowaniu izomorficznosci
obu struktur, jedyna réznica powodowana jest przez wktad Fy. Obliczamy réznice

IFrktpH? - [Fhkipl? = [Fhiiuf?

Roéznicowy kwadrat amplitudy ma 100% wkladu cigzkiego atomu! To pozwala metoda ciec
Harkera zlokalizowac¢ ten atom 1 wyliczy¢ Fn. Aby uzyskac¢ takg informacje trzeba dokona¢ pomiaru
dla dwoch krysztatow izomorficznych — natywnego biatka 1 jego kompleksu. Niestety czesto
otrzymanie ci¢zkiej pochodnej powoduje brak izomorficznosci i réznice kwadratow amplitudy sa
wynikiem obecnos$ci cigzkich atomow w nieznanym potozeniu i jednocze$nie nieznanych zmian
potozen atoméw biatka. Teraz problem fazowy sprowadza si¢ do rozwigzania wektorowego
roOwnania odpowiadajacego Rys. 5.1:

Fp = FpH - Fu
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Jest to podstawa metody SIR (Single Isomorphous Replacement), a réwnanie mozna
przedstawié graficznie (Rys. 5.2). Z poczatku uktadu rysujemy okrag o promieniu |Fp|. Nastepnie
ze $rodka okregu prowadzimy wektor -Fn, a z tego punktu rysujemy okrag o promieniu |Fpn|.
Przeciecie obu okrggdw oznacza rozwigzanie rownania wektorowego. Jednak rownanie ma dwa
rozwigzania, a wiec i dwie fazy dla refleksu Fnap. Takie rozwigzanie nalezy przeprowadzi¢ dla
wszystkich refleksow. Mozna oczywiscie probowaé wybraé jedng z faz 1 wyliczy¢ mapy rozktadu
gestosci pxyz. Dla eksperymentu z 50000 reflekséw mamy do sprawdzenia tylko 2°°°%° mozliwych
rozwigzan, a jedno jest prawdziwe!  Eksperymenty dyfrakcyjne z zastosowaniem zrodia
synchrotronowego czesto dajg 1 milion refleksow.

| Ferz|

/ |Fe|

e |FpH |____._—-/ | Fer1 |
Rys. 5.2 Rys. 5.3

N

Opisang powyzej niejednoznaczno$¢ mozna latwo rozwigza¢ otrzymujac kolejng cigzka
pochodng biatka. Musi ona by¢ izomorficzna z biatkiem natywnym, aby takze dla niej mozna
obliczy¢ réznice natezen refleksow jak dla pochodnej pierwszej. Teraz dla kazdego refleksu hkl
formutujemy uktad rownan wektorowych analogicznych do pierwszego, a jego rozwigzanie ilustruje
Rys. 5.3. Uzycie kilku cigzkich pochodnych stanowi istote¢ metody MIR. W identycznej procedurze
lokalizujemy cigzkie atomy w obu pochodnych, a rozwigzanie dwoch réwnan jednoznacznie okresla
faze czynnika Fp dla biatka!. Majac czynniki dla biatka mozna wyliczy¢ warto$¢ funkcji rozktadu
gestosci elektronowej pxyz. Metoda MIR jest skuteczng metodg rozwigzania problemu fazowego dla
biomakroczasteczek. Mozna w niej zastosowa¢ dowolng liczbg pochodnych, wprowadzajac cigzkie
atomy Hg, U, Au, Os, Ir, Pt, Pd czy inne, jednak kazda z nich musi by¢ izomorficzna z biatkiem
natywnym, a to zwigksza z kazdym krysztatem ryzyko wystgpienia braku izomorficznosci.

Czy mozna uzy¢ jednego krysztatu, aby wykorzysta¢ technike opisang powyzej? Odpowiedz
jest pozytywna. Musimy jednak wroci¢ do teorii atomowych czynnikow rozpraszania. W zwyktych
eksperymentach atomowy czynnik rozpraszania jest proporcjonalny do fo — czynnika dla atomu nie
wykonujacego w sieci oscylacji wokot potozenia réwnowagi. Ten z kolei jest proporcjonalny do
liczby atomowej danego pierwiastka. Jednak w poblizu progu absorpcji atomowy czynnik
rozpraszania mozna zapisac jako liczbe zespolona:

fa="fo+f +if"
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Pierwszy sktadnik sumy fo to cze$¢ normalna rozpraszania atomowego, suma f'+if" to tzw.
poprawka anomalna. Jej czg¢$¢ rzeczywista f* jest zwykle ujemna, czyli obniza warto$¢ atomowego
czynnika rozpraszania. Cze$¢ urojona if" (poprawka absorpcyjna) ma warto$¢ wprost
proporcjonalng do wspotczynnika absorpcji. W uktadzie osi (rzeczywistej i urojonej) obie poprawki
przedstawi¢ mozna jako pare wektorow, rzeczywistego f' oraz prostopadiego do niego urojonego f".
Anomalne rozpraszanic powoduje ztamanie prawa Friedla Fna # Foaki. Dla refleksow o
przeciwnych znakach czeéci rzeczywiste maja przeciwne fazy, czyli sa wektorami potozonymi
symetrycznie wzgledem osi rzeczywistej. Jednak ze wzgledu na staly kat pomiedzy wektorami
opisujacymi sktadowg anomalna, czesci f"' obu wigzek powoduja roznice (Rys. 5.4).

rozpraszanie normalne

—_—

rozpraszanie anomalne

fu |

£ F
|Fowl # | Fral
Rys. 5.4
Poprawka anomalna =zalezy od dhlugosci fali promieniowania.  Dysponujac Zrédiem

promieniowania o regulowanej dilugosci fali, mozna dostroi¢ promieniowanie aby anomalne
rozpraszanie byto maksymalne dla danego pierwiastka. Stad bierze si¢ nazwa — metoda
dostrojonego rozpraszania anomalnego MAD (Multiwavelength Anomalous Diffraction). Przy
dostrojonej dtugosci fali, pozostate pierwiastki nie wykazuja anomalnego rozpraszania.

Historycznie, rozpraszanie anomalne wykorzystywano rejestrujac wiazki hkl i -h-k-1, a z
obliczonej réznicy nat¢zen lokalizowano atomy rozpraszajace anomalnie. Obecnie zastosowanie
zrédet synchrotronowych pozwala dla jednego krysztalu wykona¢ pomiar przy trzech dlugosciach
fali, optymalnych dla f°, f" oraz takiej, gdzie efekt jest mniejszy. To odpowiednik dwoch
pochodnych 1 krysztatu natywnego z metody MIR. Istotne jest, ze uzycie jednego krysztatu
wyklucza brak izomorficznosci.

Dalsze postgpowanie jest analogiczne dla opisanego w metodzie MIR. Obliczenie réznicowych
funkcji Pattersona A|Fnu|?> pozwala standardowa metoda cig¢ Harkera lub metodami bezposrednimi
zlokalizowa¢ potozenie atomu dajacego anomalne rozpraszanie i wyliczy¢ jego wktad Fanom.
Rozwigzanie problemu fazy jest identyczne jak w MIR. Mozna ograniczy¢ si¢ do analogu metody
SIR, wtedy mowimy o pomiarze przy dwoch dlugosciach fal i metodzie SAD (Single Anomalous
Diffraction)
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Metoda MAD jest najbardziej zaawansowang teoretycznie i technicznie metoda krystalografii i
stata si¢ poteznym narz¢dziem proteomiki strukturalnej. Dzigki niej mozna rozwigza¢ struktury
biatek nie majacych homologdéw wsrdd dotychczas zbadanych biatek zdeponowanych w PDB.

Wyklad 6: Elementy bioinformatyki — modelowanie molekularne

Bioinformatyke mozna okresli¢ jako zastosowanie metod komputerowych w rozwigzywaniu
probleméw biologicznych. Stosowalno$¢ i mozliwosci bioinformatyki nieustannie rosng wraz ze
wzrostem mocy obliczeniowej komputerow, rozwojem internetu oraz rozwojem baz danych
biologicznych — w tym baz sekwencji, motywow strukturalnych i struktur biomakroczasteczek.

Istotna cze$¢ badan bioinformatycznych to przewidywanie struktury drugorzgdowej biatka na
podstawie analizy pojedynczej sekwencji. Metoda oparta jest na analizie czgstosci wystgpowania
aminokwasow w elementach drugorzedowej struktury takich jak helisy, wstegi B czy skrety B, a
takze na wlasciwosciach aminokwaséw w tym Gly, Pro 1 Asn. Polaczenie analizy sekwencji z
analizag hydrofobowosci pozwala z pewnym prawdopodobienstwem przewidywaé konformacje
fragmentow tancucha polipeptydowego.

Bazy sekwencji zawierajg zar6wno sekwencje genéow (GenBank, DDBJ, EMBL), sekwencji
biatkowych (SWISS-PROT, PIR), struktur bialek (PDB) jak i modeli czasteczek bialek (MMDB).
Najbardziej podstawowy sposdb wykorzystania tych baz sekwencji to identyfikacja swojego obiektu
badan lub makroczgsteczek pokrewnych przez znalezienia sekwencji identycznych Iub bardzo
zblizonych. Stosuje si¢ algorytmy porownujace dwie lub wiele sekwencji. Przeszukanie baz
sekwencji nukleotydowych jest stosunkowo proste ze wzgledu na ograniczong liczbg mozliwosci (5
nukleotydow). Znacznie bardziej zlozona jest analiza sekwencji biatek, gdyz zbudowane sg one z 20
naturalnie wystgpujacych aminokwaséw. Aminokwasy mozna grupowa¢ wedtug hydrofobowosci,
obecnosci grup polarnych i1 naladowanych w lancuchach bocznych, co sugeruje podobienstwo
aminokwasow w danej grupie.

W toku ewolucji wystepuja zmiany w sekwencji aminokwasowej. Podobienstwo aminokwasow
sugeruje, ze mozna wprowadzi¢ do sekwencji punktowa mutacje aminokwasu bez utraty
funkcjonalnosci biatka. Jednak mutacje punktowe moga dotyczy¢ zamiany na aminokwas nie
wykazujacy podobienstwa, zmieniajagc aktywno$¢ bialka. Do porownania sekwencji
aminokwasowych potrzebne sg algorytmy, ktére wskazg sekwencje podobne lub identyczne, z
jednoczesnym uwzglednieniem roznic dlugosci poréwnywanych sekwencji i ré6znic aminokwasow
na danej pozycji w sekwencji. Aby prowadzi¢ poréwnanie sekwencji bialek, stosuje si¢ macierze
prawdopodobiefstwa. Dwie najbardziej znane to macierze PAM i BLOSUM.
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Macierze PAM (Point Accepted Mutation) zostaly opracowane przez Margaret Dayhoff. Zalezg
one od ewolucyjnego dystansu mi¢dzy parami aminokwaséw. Tworzenie macierzy mozna podzieli¢
na kilka etapow. Poczatkowo tworzy si¢ mape¢ podobienstw ewolucyjnych wsréd badanych
sekwencji biatkowych 1 oblicza czegsto§¢ zmian aminokwasoéw na inny. Nastepnie dla standardowe;j
charakterystycznej sekwencji analizuje si¢ czestos¢ podstawien nie zmieniajacych funkcji biatka
(czestos¢ docelowa) i czgsto$¢ wystepowania roznych aminokwasow (czestos¢ tta). Stad PAM to
macierz 20%20 uwzgledniajaca tempo i typ mozliwych podstawien.

Aij
Ni
e Pij (dt) - prawdopodobienistwo zamiany aminokwasu i na j w czasie t
e Ot - tempo zmian aminokwasow

Mij = Pij(dt) = A gdzie

e Ni - czgstos¢ zmian ,,przypadkowych” — czestos¢ tla (liczba wystapien aminokwasu i W
catym zbiorze sekwencji)

e Aij - czesto$¢ substytucji — czesto$¢ docelowa —zmiany pojawiajace si¢ w biatkach
spokrewnionych (liczba obserwowanych podstawien)

Elementy macierzy Yij (Rys. 6.1) oblicza si¢ jako logarytm naturalny In Mjj, mnozy przez 10 i
zaokragla do wartosci catkowitych. Jedna jednostka PAM oznacza stopien zroznicowania
ewolucyjnego, w ktorym zmienit si¢ 1% aminokwasoéw. Ekstrapolacja dla r6znych odleglosci PAM
pozwala tworzy¢ rozne macierze. PAM250 jest macierzg dla odleglych ewolucyjnie sekwencji i
moze shuzy¢ do poroéwnania sekwencji biatek nalezacych do roznych grup. Zatem macierz PAM40
jest pozwala na porownanie sekwencji bialek bliskich (40 jednostek PAM), za§ PAM250 jest dobra
do przeszukiwania og6lnych biatkowych baz danych.
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Macierze BLOSUM (Blocks Substitution Matrix) (Rys. 6.2) konstruuje si¢ podobnie. Zlicza si¢
czestosSci Aij wystepowania aminokwasu i w danym miejscu tancucha oraz aminokwasu j w tym
samym miejscu w innych tancuchach, szacuje czesto$¢ wystepowania aminokwasu, a w koncu
oblicza funkcje oceny, przyblizajac do najblizszej liczby catkowitej. Macierze BLOSUM opisuje si¢
podajac procent identycznosci sekwencji. Stad macierz BLOSUMG62 zostata obliczona dla
sekwencji 0 identycznosci 62%, BLOSUM30 dla biatek odlegtych ewolucyjnie (niski stopien
identycznos$ci), a BLOSUMO90 do poréownania sekwencji blisko spokrewnionych

Macierze BLOSUM bazuja tylko na danych do$wiadczalnych, uwzgledniaja tylko rejony bez
przerw (usuni¢¢ i wstawien) oraz dotycza liczby dopasowanych par, a nie liczby podstawien. Z
kolei PAM bazuje na blisko spokrewnionych biatkach, wyniki ekstrapoluje si¢ na inne bialka.
Wyzsze numery w macierzach PAM oznaczaja wigkszy dystans ewolucyjny, natomiast w
macierzach BLOSUM oznaczaja mniejszy dystans ewolucyjny. Na podstawie sposobu tworzenia
macierzy PAM 1 BLOSUM mozna sugerowa¢ odpowiednio$¢ obu typéw macierzy:

e PAM100 ==> Blosum90
e PAM120 ==> Blosum80
e PAM160 ==> Blosum60
e PAM200 ==> Blosum52
e PAM250 ==> Blosum45

Majac macierze podobienstw mozna prowadzi¢ dopasowanie sekwencji. Dopasowanie globalne
obejmuje pelne sekwencje, dopasowanie lokalne dotyczy fragmentow wykazujacych najwyzsze
podobienstwo (Rys. 6.3)
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[ O ICIe I CICIC I e eI
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Rys. 6.3. Dopasowania globalne i lokalne.

Ogolnie dopasowanie sekwencji prowadzi si¢ stosujac ukryte modele Markowa, w ktorych
prawdopodobienstwo wystgpienia sekwencji ab (prawdopodobienstwo warunkowe) zalezy tylko od
prawdopodobienstwa wystgpienia aminokwasu a w pozycji i-1 i aminokwasu b w pozycji i, lecz jest
niezalezne od prawdopodobienstwa wystgpienia innych aminokwaséow w  pozycjach
poprzedzajacych.
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Pab = P(Xi=b | xi-1=a) = P(Xi=b | Xij-1=a, Xj-2=m, Xi-3=n, Xij-4=0...)

Do dopasowania globalnego stosuje si¢ algorytm Needlemana — Wunscha, ktéry pozwala
znalez¢ maksymalng warto$¢ oceny dopasowania XF(i,j) oraz sekwencj¢ dla maksymalnej wartosci
dopasowania. Aby dopasowac¢ sekwencje o roznej dlugosci wprowadza si¢ karg d (ujemny wynik)
za przerwy. Warto$¢ funkcji dopasowania oblicza si¢ jako sume wartos$ci z macierzy podobienstw
liczong w kierunkach wskazanych strzatkami na Rys. 6.4. Punkt startu to F(0,0)=0, koniec to (m,n).
Pokazane dopasowanie odpowiada sekwencji GA-TTC z przerwa w pozycji 3. Funkcje oceny F(i-
1,j) oraz F(i,J-1) odpowiadajg przerwom w jednej z dopasowywanych sekwencji.

F(i—1,j-1) +e(si,tj)
F(i,j) = max F@i-1j)+d

F(Gi,j-1)+d
G A A T T C G A A T T ¢C

o [0\ [=51 [0 (=18 (=20 (28 30, (@ [=5) (=70 (=78 (=200 (28] [0
s/ [7 2z =3l =.ll-13 {18 s/ M 2 W sl gl -13{-1s
A 3 A =

1wl iz izl 742 |2 —109] 2 [[oeldmg | 7 2 | _3
e . T— 5"

—15[=3|[12 |[13|[20]]15 [ 10 E 3 (12 ][ 13[4 15 H 10
T — 31 ! T — 3 (]

2ql=8|[ 7]l 8 |l21]||28] 23 2q —sl[ 71| 8 |]21|[ 28} 22
A — 1 I 1 ¥ A — 1 Y ) T

E 13| 2][17][16]]23]] 25 E 13| 2 ][17]|[186][23]] 25

Fig 6.4 Dopasowanie globalne sekwencji GATTA do sekwencji GAATTC.

Dla dopasowania lokalnego stosuje si¢ algorytm Smitha-Watermana. W tym algorytmie start
F(1,0) = 0, F(0,j) = 0. Warto$¢ funkcjo oceny F(i,j) oblicza si¢ jako

F(i—1, j—1) +e(si, §j)
F(i-1 j)+d
F@, j-1) +d
0

F(i,j) = max

Najczesciej stosowane programy do dopasowania sekwencji naleza do rodziny BLAST.
Pozwalaja one poréwnac i dopasowaé nie tylko sekwencje bialek czy kwasdéw nukleinowych, ale
takze prowadzi¢ poroéwnania mieszane, np. sekwencji biatka i1 kwasow nukleinowych (trojki
kodujace). W =zalezno$ci od wyniku dopasowania mozna zidentyfikowaé biatko (identyczno$é
sekwencji), okresli¢ przynalezno$¢ badanego biatka do rodziny znanych biatek oraz funkcje i
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architekture (wysoki procent identycznos$ci), albo zidentyfikowa¢ podjednostki strukturalne czy
motywy strukturalne o znanej funkcji (podobienstwo fragmentow sekwencji).

Jezeli stwierdzi si¢ dopasowanie sekwencji biatka o nieznanej strukturze do biatka o znanej
strukturze przestrzennej zdeponowanej w banku PBD lub MMDB, mozna zbudowaé przestrzenny
model biatka postugujac si¢ strukturg z banku jako szablonem. Taki proces nazywamy
modelowaniem przez homologi¢ (homology modeling). Kryterium ilosciowe dla uzyteczno$ci
struktury przestrzennej z bankéw PDB/MMDB jest co najmniej 30% identycznos$ci sekwencji, bo w
takim przypadku mozna oczekiwaé podobnego sfatdowania biatka (patrz Wyktad 5, metoda MR).

Modelowanie wymaga zamiany aminokwasow na wiasciwe dla badanej sekwencji. To
powoduje tworzenie luk w strukturze przestrzennej albo powstanie oddziatywan odpychajacych
zwigzanych z zatloczeniem (zamiana duzego tancucha bocznego na mniejszy lub odwrotnie).
Konieczne jest tez dopasowanie konformacji tancucha polipeptydowego i tancuchéw bocznych.
Otrzymanie optymalnej struktury wymaga wigc minimalizacji energii catkowitej uktadu (czasteczki)
przez zmiany konformacyjne z zachowaniem geometrii walencyjnej. Dla duzych uktadow takich jak
bialka, stosuje si¢ metody Mechaniki Molekularnej MM i Dynamiki Molekularnej MD.

W metodzie MM czasteczke traktuje si¢ jak zbior atomow potaczonych ze soba
oddziatywaniami o okreslonych statych sitowych. Calg czasteczke mozna opisaé przez zbiodr
odleglosci miedzyatomowych odpowiadajacych wigzaniom chemicznym (odleglosci 1-2) , katom
walencyjnym (odleglosci 1-3), katom torsyjnym (odleglosci 1-4) a takze oddzialywaniom
niewiazacym pomig¢dzy atomami do odleglosci przyjetej jako kryterium odcigcia. Nalezy takze
uwzgledni¢ oddziatywania elektrostatyczne, ktore dajg istotny wktad przy niewielkich odlegtosciach
pomiedzy atomami. Dlatego tworzy si¢ kompletne opisy dla aminokwaséow i jednostek
peptydowych NH-CO zawierajgce tadunki czastkowe dla wszystkich atomow, tadunki wynikajace z
protonowania lub dysocjacji oraz wszystkie stale sitowe dla deformacji geometrii. Stale sitowe
moga by¢ uzyskane eksperymentalnie (np. w oparciu o dane spektroskopowe) lub z precyzyjnych
obliczen teoretycznych. Takie zbiory parametrow opisujacych sktadniki uktadu nazywa si¢ polami
sitowymi. Pola silowe najcze$ciej stosowane do badan biatek i kwaséw nukleinowych to AMBER i
CHARMM, ale znanych jest wiele innych. Minimalizacja energii ukladu nie wymaga bardzo
dlugich obliczen — pole silowe pozwala na roztadowanie lokalnych naprezeh przez zmiang
konformacji i niewielkie deformacje geometrii walencyjnej. Nalezy zauwazy¢, ze pola sitowe
musza zachowa¢ podstawy fizyczne, w tym proporcje miedzy statymi sitowymi dla parametrow
twardych (wigzania, katy walencyjne) 1 migekkich (katy torsyjne 1 oddziatywania niewiazace) gdyz te
ostatnie powinny si¢ zmienia¢ tatwiej. W przypadku kompleksu kilku czasteczek (np. biatko-ligand)
parametryzacja wszystkich sktadnikow musi by¢ spdjna. W przeciwnym przypadku ‘sztywna’
czasteczka liganda mogtaby przej$¢ przez ‘migkka’ czasteczke biatka jak noz przez masto, co w
oczywisty sposob byltoby niefizyczne 1 dato nieprawdziwe wyniki symulacji. Modelowanie metoda
MM mozna zastosowaé, je$li uklad jest bardzo podobny do szablonu strukturalnego. To
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ograniczenie wynika z problemu, czy uda si¢ osiagnag¢ globalne minimum energii uktadu
wprowadzajac niewielkie zmiany geometrii (gldwnie konformacyjne).

Takie ograniczenie podpowiada konieczno$¢ wzbogacenia arsenatu narz¢dzi o dodatkowy
sktadnik — dynamike czgsteczki uwzgledniajacg energi¢ kinetyczng atomow. Ta energia wynika z
dwoch przyczyn — temperatury ukladu oraz wektora predkosci wynikajacego z oddziatywan
odpychajacych. Uwzglednienie tego czlonu w wyrazeniu na energi¢ catkowita uktadu prowadzi do
metody Dynamiki Molekularnej MD. W tej metodzie obok pdl sitowych opisujacych energetyke
oddziatywan miedzy atomami i miedzy ladunkami stosuje si¢ rownania ruchu Newtona. W
przypadku kolizji miedzy fragmentami czasteczki (najczesciej fancuchy boczne) energia kinetyczna
wynikajaca z odpychajacych oddzialywan moze rosng¢ do wysokich wartosci. Zgodnie z
termodynamika statystyczng mozna to przeliczy¢ na temperature uktadu, ktéora w skrajnych
przypadkach symulacji moze rosnag¢ do nieskonczono$ci. Dlatego w przypadku symulacji MD
czesto skaluje sie predkosci zakladajac stala temperature, np. 300K. Nawet pobiezna analiza
porownawcza wskazuje, ze metoda MD nadaje si¢ do minimalizacji energii uktadéw dalszych od
rzeczywistej struktury niz te mozliwe dla metody MM. Mozna ten proces opisaé jako dostarczenie
energii Kinetycznej niezbgdnej do wyjsécia z lokalnego minimum energii, czyli pokonania bariery
potencjaty, 1 osiggniecia minimum globalnego. Wariantem metody MD jest procedura Simmulated
Annealing SA. Polega ona na dostarczeniu uktadowi energii kinetycznej przez podwyzszenie
temperatury, symulacje MD w tej temperaturze ze skalowaniem predkosci, po czym stopniowe
powolne schtadzanie uktadu, aby po przekroczeniu lokalnych barier potencjatu uktad osiagnat
minimum globalne bez wyjscia z odpowiadajacej mu studni potencjatu. Metoda MD-SA ma
najwiekszy promien zbieznosci, czyli moze doprowadzi¢ do prawdziwej struktury przestrzennej z
najbardziej zdeformowanego modelu, w poréwnaniu z metodami MD 1 najstabszag MM. Nalezy tez
podkresli¢, ze w optymalizacji geometrii czgsteczki biatka tymi metodami trzeba uwzglednié
otoczke hydratacyjng, w tym technike Periodic Boundry Conditions (PBC) pozwalajaca zachowac
stala mas¢ uktadu. Wypada tez wspomnie¢ o stosowaniu metod chemii teoretycznej, w
szczegolnosci DFT do optymalizacji struktur biomakroczasteczek.

Uzyskane modele, tak jak i struktury okreslone na podstawie eksperymentu (krystalografia,
NMR) poddaje si¢ weryfikacji stosujac kryteria stereochemiczne oraz fizyczne. Weryfikacje
poprawnosci geometrii czasteczki mozna wykonaé stosujac popularny program PROCHECK. W
przypadku modelowania czasteczkowego MM 1 MD nalezy sprawdzi¢ lokalne otoczenie kazdego
aminokwasu (hydrofobowe, polarne) stosujac jeden z wielu programéw, np. PROSA. W kazdym
przypadku mozna zweryfikowaé poprawnos¢ sfaldowania biatka sprawdzajac konformacj¢ tancucha
glownego przez analiz¢ wykresu Ramachandrana opisujacego ¢ i y dla biatka.

Wyklad 7/8: Zastosowanie metod analizy strukturalnej

Na koniec cyklu wyktadow przeprowadzmy podsumowanie metod proteomiki strukturalnej.
Proteomika strukturalna to czg¢s¢ badan proteomiki poswiecona okresleniu przestrzennej strukturze
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bialek oraz uzyciu tej informacji mi¢dzy innymi do poznania molekularnych podstaw aktywnosci
enzym6w, mechanizmow reakcji enzymatycznych, a takze do projektowania maloczasteczkowych
zwiazkow regulujgcych aktywnos¢ biomakroczgsteczek (potencjalne leki). Tym celom stuzg metody
dyfrakcyjne (krystalografia rentgenowska, elektronografia, neutronografia) metody modelowania
molekularnego, magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR) i mikroskopii elektronowej (EM), oraz
modelowanie molekularne.

Pierwszym etapem badan jest najczes$ciej zastosowanie bioinformatyki do identyfikacji
nieznanego bialka albo do analizy podobienstwa do biomakroczasteczek o znanej sekwencji,
aktywnosci, funkcji lub strukturze. Zastosowanie globalnego lub lokalnego poréwnania sekwencji
oparte na macierzach podobienstw mogg prowadzi¢ do réznych wynikoéw, dlatego wyboru metody
postgpowania trzeba dokona¢ starannie, w zaleznosci od stawianych pytan.

W badaniach strukturalnych metoda z wyboru powinna by¢ krystalografia rentgenowska. Z
racji uzyteczno$ci i przewazajacej liczby danych strukturalnych uzyskanych z zastosowaniem
dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego, tej metodzie poswiecono duza cze$¢ wykladu.
Otrzymanie monokrysztatow biatka (3D, czasem 2D) otwiera mozliwo$¢ zastosowania metod
dyfrakcyjnych. Otrzymanie periodycznej sieci krystalicznej tworzonej przez obiekty wykazujace
wewnetrzng dynamike (biatka, kwasy nukleinowe) jest trudne. Po pierwsze trzeba makroczasteczki
utrzyma¢ w roztworze. Po drugie nalezy doprowadzi¢ do nasycenia roztworu a nast¢pnie do jego
powolnego przesycenia i utworzenia nielicznych zarodkéw krystalizacji. W tym celu trzeba
kontrolowa¢ przesycanie 1 szybko$¢ wzrostu krysztalu. Powolny wzrost w warunkach bardzo
bliskich rownowadze ciato stale - roztwor, stwarza mozliwo$¢ przyjecia przez kazda czasteczke
konformacji odpowiadajgcej minimum energii uktadu 1 utworzenia periodycznej sieci krystalicznej.
Szybkie przekroczenie granicy nukleacji spowoduje utworzenie duzej liczby niewielkich krysztatow
1 prawdopodobnie stabe uporzadkowanie w ziarnach krystalicznych, co uniemozliwi okreslenie
struktury krysztahu.

Promieniowanie rentgenowskie oddziatuje z elektronami atoméw tworzacych czasteczke.
Dlatego dane dyfrakcyjne pozwalaja na obliczenie mapy rozkladu gestosci elektronowej. Ze
wzgledu na niewielka warto§¢ atomowego czynnika rozpraszania atomow wodoru, ich wktad do
rozpraszania jest niewielki. Dlatego lokalizacja atomow wodoru zwykle \jest niemozliwa.
Przecigtna rozdzielczo$¢ danych dyfrakcyjnych to 2.5-1.8 A. Jednak uzycie duzych
monokrysztatbw biatka w eksperymencie z zastosowaniem synchrotronowych Zrodet
promieniowania pozwala uzyskaé dane dyfrakcyjne o rozdzielczoéci atomowej (0.9-0.8 A).
Transformata Fouriera obliczona dla takich danych pozwala lokalizowa¢ atomy wodoru na mapach
réznicowych. Znaczenia lokalizacji atoméw wodoru nie da si¢ przeceni¢. W wigkszosci reakcji
mamy do czynienia z transferem atomu wodoru (jony wodorowe lub wodorkowe), udziatem grup
zawierajacych protony w reakcjach enzymatycznych. Okreslenie potozenia atomoéw wodoru
pozwala wigc pozna¢ mechanizm reakcji katalizowanych przez biomakroczasteczki, a nastgpnie
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uzy¢ tej wiedzy dla projektowania skutecznych lekéw. Rozdzielczo$¢ struktur okre§lonych metoda
dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego zawiera si¢ w zakresie 10 — 0.7 A. Wielkoé¢ obiektu
badan jest takze sporym wyzwaniem. W wigkszosci struktur zbadanych metoda krystalografii
rentgenowskiej cz¢$¢ asymetryczna struktury zawiera do 100 kDa biatka lub kwasow nukleinowych.
Najwigksze struktury zawierajg nawet 2-5 MDa. Ograniczeniem jest rozpuszczalno$s¢ badanego
biatka. Szczegolnie trudne jest otrzymanie krysztaléw biatek membranowych, ze wzgledu na ich
duza hydrofobowo$¢ powodujaca asocjacje i w konsekwencji wytracanie. Dlatego do krystalizacji
biatek membranowych stosuje si¢ roztwory zawierajace PEG i detergenty.

W banku PDB jest zdeponowanych 40 struktur okreslonych metoda dyfrakcji elektronow.
Dyfrakcja wigzki elektrondw na monokrysztatach (elektronografia) pozwala uzyska¢ dane o nizszej
rozdzielczosci 10-2 A, choé zwykle do okolo 5-7 A. Dlatego jest zrozumiale, Ze takie dane maja
ograniczone zastosowanie do projektowania lekéw. Uzycie wiazki elektronéw ma jednak wazna
zalete. Wigzka elektronow oddziatuje z elektronami atomow badanego obiektu. Oznacza to
szczegolne oddziatywanie z grupami naladowanymi (ujemnie lub dodatnio). Dyfrakcja elektronow
pozwala wiec zlokalizowa¢ grupy karboksylanowe czy amoniowe, a te moga by¢ istotne dla
mechanizmu reakcji enzymatycznych, transmisji sygnaléw (kinazy, kanaly jonowe itp).
Krystalografia elektronowa jest wigc istotnym narzedziem proteomiki strukturalnej. Wielko$é
obiektu badan powinna by¢ podobna jak dla krystalografii rentgenowskiej.

Bank PDB zawiera 44 struktury okreslone metodg dyfrakcji neutronow. Neutrony oddziatujg z
jadrami atomowymi. Dlatego w eksperymentach neutronograficznych atomy wodoru sg ‘cigzkie’
tak jak atomy wegla, tlenu czy siarki. To pozwala na ich precyzyjng lokalizacjeg, co jest wazne np.
dla poznania mechanizmoéw reakcji enzymatycznych. Zdeponowane w PDB struktury maja
rozdzielczo$¢ 3-1. 5 A, a jedna ma rozdzielczo$¢ 1.05 A. Ze wzgledu na zniszczenia krysztatu
wywotane wigzka neutronow, ta metoda nie jest czesto stosowana. Ograniczenia wielkosci obiektu
badan sg podobne do tych dla krystalografii rentgenowskie;.

Zastosowanie krystalografii wymaga otrzymania dobrej jako$ci monokrysztalow o
uporzadkowanej sieci krystalicznej, mogacych stanowi¢ siatke dyfrakcyjng. Czgsto jest to bardzo
trudne lub niemozliwe. Wtedy mozna zastosowa¢ mikroskopie elektronowa. Dodatkowa zaleta
mikroskopii elektronowe;j jest fakt, ze pozwala ona bada¢ obiekty znacznie wicksze. W tej metodzie
kieruje si¢ wiagzke elektronéw na badany obiekt. Preparat przygotowuje si¢ przez naniesienie na
plytke roztworu lub zawiesiny biatka, uzyskujac krysztalty dwuwymiarowe lub rozproszone
pojedyncze czasteczki. Dla krysztatbw mozna uzyska¢ obraz dyfrakcyjny i zastosowa¢ metody
krystalografii elektronowej. W przypadku pojedynczych czasteczek dokonuje si¢ obrazowania przez
transformacj¢ Fouriera. W tym przypadku mozna powiedzie¢, ze im wigksza czasteczka, tym
fatwiej uzyska¢ obraz. Wynikiem takich eksperymentow jest okreslenie ksztattu czasteczki, a w
procesie rekonstrukcji trojwymiarowej z wielu obrazéw przypadkowo potozonych czasteczek mozna
uzyska¢ informacje o przestrzennej budowie czasteczki. Rozdzielczo$¢ tej metody jest zwykle

41

Projekt wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego



UNIA EUROPEJSKA

E KAPITAL LUDZKI FUNDLSZ SPOLECIY

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSC

Projekt pn. ,,Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w Toruniu w dziedzinach matematyczno-przyrodniczych”
realizowany w ramach Poddziatania 4.1.1 Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki

ograniczona do 25-10 A, choé¢ w precyzyjnych eksperymentach uzyskano rozdzielczo$¢ dochodzaca
do 4-5 A. Z oczywistych wzgledéw taka informacja strukturalna nie moze stuzy¢ projektowaniu
lekow. Jednak zastosowanie struktur fragmentéw (podjednostek) badanego biatka okre$lonych z
wysokg rozdzielczoscig metodami krystalografii rentgenowskiej 1 dopasowanie ich do obliczonego
ksztaltu badanej czasteczki pozwala na uzyskanie modelu pseudo-atomowego. W banku PDB jest
ponad 700 struktur okreslonych metoda mikroskopii elektronowej. Tu zachodzi mozliwos¢
potaczenia EM z krystalografig rentgenowska. Mozna wykorzysta¢ taki model do obliczenia faz
refleksow o niskiej rozdzielczo$ci w krystalografii rentgenowskiej dla monokrysztaléw badanego
biatka. Procedura rozszerzenia zbioru faz w dalszym etapie pozwala na uzyskanie struktury
krystalograficznej duzych obiektow (np. 1 MDa) z rozdzielczo$cig 3-5 A. Tu znowu ograniczeniem
polaczenia EM z krystalografig jest mozliwos$¢ otrzymania krysztatéw duzych bialek.

Jesli obiekt badan nie krystalizuje 1 jest za maly dla mikroskopii elektronowej, mozna
zastosowa¢ Magnetyczny Rezonans Jadrowy NMR. Jadra atoméw o niezerowym spinie daja w
spektroskopii NMR sygnal, a najczeSciej stosowana jest spektroskopia H NMR.  Stosujac
zewnetrzne pole magnetyczne i wzbudzenie promieniowaniem radiowym mozna spowodowaé
rozszczepienie jadrowych poziomdéw spinowych i przejScia miedzy nimi. Wystepuje efekt
ekranowania powodowany przez otoczenie danego jadra atomowego. Dlatego rézne grupy daja
sygnat w réznych miejscach widma. Dodatkowo moga zachodzi¢ sprzezenia pomigdzy blisko
polozonymi jadrami powodujace powstanie na widmie multipletéw. Wystepuje tez efekt NOE
zwigzany ze wzajemnym oddzialywaniem jader ‘przez przestrzen’, co pozwala powigzaé potozenie
pasm z otoczeniem przestrzennym, a wiec z konformacja czasteczek.

Widmo dla zwigzkow matoczasteczkowych jest stosunkowo proste, Jednak dla biatek widmo
jest bardzo ztozone, co wynika z liczby atomow mogacych da¢ sygnat na widmie NMR oraz ze
zmienno$ci otoczenia tych atomow. W spektroskopii NMR bialek stosuje si¢ kilka metod
uproszczenia widma. Mozna prowadzi¢ synteze¢ biatka wykorzystujac deuterowane aminokwasy.
Deuter daje stabe sygnaty w widmie NMR i to przy innych czesto$ciach wzbudzenia niz Prot H.
Stad pomiar przy czestosciach wzbudzajacych dla protu da widmo bialka deuterowanego znacznie
prostsze. Kolejng metoda uzyskania interpretowalnego widma jest zastosowanie odpowiedniej
sekwencji impulséw radiowych, ktore moga spowodowac zniesienie rozszczepienia na multiplety,
wygasi¢ sygnal od niektorych grup lub wywota¢ przeniesienie namagnesowania na sgsiednie jadra.
Techniki impulsowe potaczone z deuteryzacjg 1 potaczeniem widm uzyskanych dla réznych jader
(np. *H-13C, H-®N) pozwalaja na zbudowanie przestrzennej struktury biatka. Badania NMR biatek
prowadzi si¢ w roztworach. Stad ograniczenia wynikaja z konieczno$ci utrzymania biatka w
roztworze, co zwykle oznacza limit masy czasteczkowej do 30-50 kDa. Najwigkszg struktura
badang metoda NMR jest struktura kompleksu biatka opiekunczego i ko-chaperonu GrOEL-GroES
okreslona przez Kurta Wutricha, z masg czasteczkowa 900 kDa. W tych badaniach zastosowano
czgsciowa deuteryzacje, techniki impulsowe, pomocna byla symetria czasteczki, co spowodowato
usrednienie sygnalow NMR.
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Jesli nie mozemy przeprowadzi¢ eksperymentu ze wzgledu na niemozno$¢ uzyskania czystego
preparatu, pozostaja techniki modelowania molekularnego. Modelowanie na podstawie homologii
sekwencji moze prowadzi¢ do uzytecznego modelu struktury, o ile identyczno$¢ sekwencji nie jest
nizsza od 30%. Jesli stosuje si¢ modelowanie ab initio, nalezy do uzyskanego modelu podchodzié¢
bardzo ostroznie. Wskazujg na to cho¢by wyniki konkursow CASP (Critical Assessment of
Techniques for Protein Structure Prediction) gdzie dla niektorych biatek uzyskane modele sg bardzo
odlegto od rzeczywistej struktury.

Wyktad zakonczymy prezentacja kilku przykladéw wynikéw badan wiasnych z omawianej
dziedziny.

Od kilkunastu lat, we wspolpracy z grupa biochemikow prowadzone sg badania nad roslinng
NTPDaza, zwang tez apiraza. Jest to difosfohydrolaza ATP, hydrolizujaca ATP i ADP do AMP i
jonow ortofosforanowych. Bialko to wystepuje w wielu organizmach, od bakterii, przez ro$liny, az
do zwierzat. Wydaje si¢, ze funkcjg tego biatka w organizmach jest kontrola poziomu di-i
trifosfonukleotydow adeninowych. Te z kolei sg neurotransmiterami, powoduja perforacje blony
komorkowej, agregacje ptytek Kwi czy reguluja poziom energii komorek. Dlatego aktywnos$¢
NTPDaz taczy si¢ z etiologia szeregu chorob. Waga problemu sklania do badan mechanizmu
dziatania NTPDaz, okreslenia czasteczkowych podstaw specyficznosci substratowej oraz wptywu
matoczasteczkowych ligandow na aktywno$¢ enzymatyczng. Przez dlugi czas nie udalo si¢
otrzyma¢ monokrysztatow NTPDazyl. Podj¢to proby znalezienia strukturalnego szablonu do
modelowania homologicznego. Po kilku latach udato si¢ znalezé nowo opublikowang strukture
egzopolifosfatazy (PDB 1T6C), ktéra jako jedyna wykazala istotng identyczno$¢ sekwencji z
apirazg. Analiza podobienstw sekwencji ujawnita tez, ze NTPDaza nalezy do super-rodziny aktyny.
Przeprowadzone modelowania pozwolito z okoto 100 tys. modeli wybra¢ najlepszy. Model ten
powstal przez zbudowanie natozonych fragmentéw na szablonie 1T6C, podobne modelowanie
brakujace; domeny na szablonie heksokinazy oraz zbudowaniu petli faczacych. Bardzo wazne byly
tez wyniki przewidywania drugorzedowych elementéw struktury, ktore okazaly si¢ spdjne ze
strukturg szablonow. Struktura zostata poddana minimalizacji metodg SA-MD. Tak uzyskany
model zostal zweryfikowany z uzyciem kryteriow stereochemicznych i poprawnos$ci sfatldowania
dajacego lokalne otoczenie kazdego tancucha bocznego.

224-296
E17?

S54

E78 155

Rys. 14.2
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Ostateczny model zastosowano do dokowania substratu ATP i pzeciwjonu wapniowego (Rys.
14.1 i Rys. 14.2). Modelowanie pozwolito na wskazanie centrum katalitycznego enzymu oraz na
identyfikacje reszt aminokwasowych waznych dla reakcji enzymatycznej. Na tej podstawie
zaproponowano molekularne podstawy mechanizmu reakcji enzymatycznej NTPDazyl.
Poréwnanie z danymi dotyczacymi aktywnos$ci w super-rodzinie aktyny pozwolito zrozumied
podstawy specyficzno$ci substratowej tych enzyméw.  Szczegdly mozna znalezé w pracy
[Kozakiewicz, A., et al. (2008) ABP, 55, 141-150].

Kolejnym obiektem zainteresowan jest reduktaza dihydrofolianowa DHFR. Jest to enzym
uczestniczacy w cyklu transferu grupy metylowej, a to jest element syntezy puryn i aminokwasow
komoérkach. Wysoka aktywno§¢ DHFR wykazujg szczegdlnie najszybciej rozwijajace si¢ komorki —
nowotworowe lub bakteryjne w przypadku infekcji. Struktura krystaliczna DHFR z roéznych
organizmoéw jest znana. Pordwnanie struktur enzymu ludzkiego i bakteryjnych miato da¢ podstawy
dla projektowania specyficznych inhibitorow enzyméw bakteryjnych jako potencjalnych lekow w
przypadku infekcji. Znacznie trudniejszy przypadek stanowia nowotwory, gdyz enzym jest
identyczny jak w zdrowych komorkach. Enzym DHFR jest elementem cyklu enzymatycznego
przemian kwasu foliowego, w ktorym biorg udzial takze inne enzymy wigzace kwas foliowy.
Obiektem zainteresowania byly w szczegdlnosci synteza tymidylanowa TS oraz FPGS, enzym
powodujacy poliglutamylacje kwasu foliowego. Taka przemiana jest niezbedna do transportu i
rozpoznania folianéw przez enzymy omawianego cyklu. Pierwotnym pomystem byto opracowanie
inhibitoréw blokujacych dwa lub trzy wspomniane enzymy i w konsekwencji caty cykl
enzymatyczny, co prowadzitoby do $mierci komodrek lub blokowato ich rozw¢j. Otrzymano
inhibitory nie podlegajace poliglutamylacji (blokowanie FPGS oraz DHFR) albo posiadajace
podstawnik w centralnej czesci czasteczki (PABA) uniemozliwiajacy bliskie potozenie koenzymu
NADPH, niezbedne to transferu jonu wodorkowego 1 redukcje DHF to tetrahydrofolianu THF.
Badania strukturalne kilku kompleksow ludzkiej DGHR z takimi inhibitorami pokazaty poprawnosé¢
przyjetych zatozen. W terapii przeciwnowotworowej najczgsciej stosowanym inhibitorem jest
metotreksat MTX. Jest to lek o duzej cytotoksycznosci, a wiec powodujacy wiele skutkoéw
ubocznych. Okazato si¢, ze komorki nowotworowe wyksztalcaja lekoopornos¢ na MTX. Badania
wykazaly, ze wystgpuje w nich szereg mutacji w centrum Kkatalitycznym zwigzanych z
podstawieniem Leu22, Glu30 i Phe31. W szczegdlnosci zamiana Glu30 na inny aminokwas znosi
mozliwo$¢ utworzenia podwojnego mostka solnego miedzy MTX 1 DHFR, co powoduje obnizenie
stalej wigzania metotreksatu. W rezultacie, MTX stawat si¢ trucizng dla chorego, a nie komorek
nowotworowych. Wystepujace mutacje Phe31 wigzaly si¢ z podstawieniem na mate aminokwasy:
Gly, Ala, Ser. Badania strukturalne pozwolity zrozumie¢ mechanizm tej lekoopornosci. Lancuch
boczny Phe31 oddziatuje z centralnym fragmentem PABA dihydrofolianéw lub ich analogéw
(MTX) [Cody, V., Wojtczak, A., Kalman, T.I., Freisheim, J.H. & Blakley, R.L., in: Chemistry and
Biology of Pteridines and Folates, Ayling, J.E., Nair, M.G. & Baugh, C.M. (eds), Plenum Press, pp
481-486 (1993).]. Wprowadzenie mniejszego tancucha bocznego nie tylko likwidowato
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oddziatywania m...1t enzymu z MTX, ale stwarzalo nisz¢ w centrum katalitycznym (Rys. 14.3).

w

tej niszy wigzane byty czasteczki wody, co dodatkowo wplywalo na obnizenie stalej wigzania.

Jeden z inhibitoréw pozwalal na pokonanie omawianej lekoopornosci. Byt to piritrexim PTX (Rys.
14.4).  Struktura jego kompleksu z hDHFR oraz wariantami enzymu zostata okreslona

krystalograficznie.

"8

Rys. 14.3 Rys. 14.4

Analiza strukturalna wykazata, ze PTX tworzy alternatywne oddzialywania z resztami
proliny w centrum Kkatalitycznym, przez co jest efektywnie wigzany nawet w wariantach
reduktazy dihydrofolianowej wykazujacych oporno$¢ na metotreksat. We wspotpracy z grupa
teoretykow przeprowadzone zostaly obliczenia metoda dynamiki molekularnej dla uzyskania
informacji o energetyce oddziatywan pomigdzy inhibitorem PTX i otaczajagcymi resztami.
Wyniki pokazaty, ze istotne dla wigzania piritreksimu sg nie tylko oddzialywania z resztami
aminokwasowymi, ale takze oddzialywania z koenzymem NADPH [Nowak et al. (2001), ABP
48, 903-916]

Ostatnim przyktadem sa badania krystalograficzne transtyretyny TTR. Transtyretyna jest
bialkiem surowicy krwi. Jej funkcja jest transport hormondw tarczycy, zabezpieczenie matego
biatka RBP przed usuni¢ciem przez nerki, a to przez utworzenie kompleksu TTR-RBP, oraz
transport w krwioobiegu antybiotykow, flawonoidow i innych zwigzkéw aktywnych
biologicznie. Transtyretyna jest bialkiem homotetramerycznym, z dwoma miejscami wigzania
hormonow. W przypadku wystgpienia punktowych mutacji tetrametr ulega rozpadowi, a
monomery w zmienionej konformacji asocjujg tworzac widkna amyloidu, odktadajace si¢ w
roznych tkankach. Taka amyloidoza moze mie¢ podtoze genetyczne lub moze wystgpowac
spontanicznie (choroby starcze), jednak bez wzgledu na przyczyn¢ prowadzi do dysfunkcji
organow 1 $§mierci. Stwierdzono, ze wigzanie hormonow tarczycy (T4, T3), ich analogéw i
kompetytorow stabilizuje tetrametr TTR, opdZniajac wystapienie amyloidozy. Jednak przy
wigzaniu ligandow obserwuje si¢ efekt ujemnej kooperatywnosci: wigzanie pierwszej czasteczki
liganda ostabia okolo 100-krotnie wigzanie w drugim miejscu.  Szczegdlowe badania
strukturalne pozwolity na okreslenie podstaw mechanizmu ujemnej kooperatywnosci
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[Neumann, P., Cody, V. & Wojtczak, A. (2001). Acta Biochim. Polonica, 48, 867-875.].
Badania wskazaly takze, ze jeden z analogéw hormonu, kwas tetrajodotyreooctowy T4Ac, jest
wigzany jednoczesnie w obu miejscach wigzania,. W ten sposéb T4Ac stabilizuje caty tetrametr
TTR, bez wzgledu na mozliwos¢ efektu ujemnej kooperatywnosci.

Whnioskiem koncowym z cyklu wykladow moze by¢ stwierdzenie, ze najlepsze rezultaty
daje polaczenie kilku metod. Kazda z nich ma zalety, ale ma tez istotne ograniczenia. Uzycie
kilku moze pozwoli¢ na obejscie tych ograniczen i uzyskanie wynikow istotnych dla rozwoju
wiedzy, ale takze o aspektach praktycznych.
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Cze$é I

Wyklad 1: Projektowanie lekow - krystalografia jako narzedzie w chemii,
biochemii i medycynie

Ciagly wzrost mocy obliczeniowej komputerow, rozwdj metod i narzedzi bioinformatycznych
oraz rozbudowa strukturalnych baz danych matych molekut (ligandéw) oraz biatek sprawiajg, ze
projektowania lekow z uzyciem komputerow (Computer Aided Drug Design) staje si¢ coraz
efektywniejszym i coraz cz¢sciej stosowanym narzedziem. Obecnie stosowane metody, nie zawsze
pozwalajg na pewne i wiarygodne zaproponowanie ostatecznej struktury dziatajacych lekow,
umozliwiajg natomiast wybor obiecujgcych kandydatéw sposrod miliondow czasteczek dostepnych w
bazach danych oraz ich optymalizacje pod katem oddziatywania z biatkiem. Mozna w ten sposob
obnizy¢ koszt a zarazem czas potrzebny na zaprojektowanie nowego leku. Pierwszy etap procesu
projektowania nowej czasteczki chemicznej, ktora w przysztosci ma pehi¢ role leku jest dos¢ trudny
do okre$lenia. Punktem startowym moze by¢ choroba i doktadne poznanie jej przyczyn,
mechanizmu i skutkéw badz teoretyczna weryfikacja juz istniejacych struktur i do$wiadczalne
poszukiwanie zmodyfikowanych czasteczek.

W zalezno$ci od wiedzy, ktora posiadamy na wstgpnym, startowym etapie procesu

projektowania lekow wyrozni¢ mozna dwie gtdéwne drogi:

»  projektowanie w oparciu o struktur¢ znanych ligandoéw (ligand based design), na ktore sktadaja
si¢ nastepujace etapy: budowa farmakoforu, analiza QSAR,

»  projektowanie w oparciu o znang strukture receptora (receptor based design), w sktad ktorego
wchodzi analiza budowy miejsca wiagzacego, analiza zmiennosci konformacyjnej receptora,

Te dwie $ciezki dotycza tylko wstepnych etapéw procesu projektowania, prowadza do
otrzymania modelu farmakoforu Iub modelu miejsca wigzacego. Dalsze etapy takie jak:
przeszukiwanie istniejacych baz danych zwiazkow matoczasteczkowych, dokowanie, otrzymywanie
nowych ligandéw przebiegajg w analogiczny sposob niezaleznie od startowych etapow. Rysunek 1.1
przedstawia rozne drogi w procesie projektowania leku oraz metody eksperymentalne jak i
obliczeniowe wykorzystywane w tym procesie. Jako$¢ danych wejsciowych w duzy sposob wptywa
na osiagniecie sukcesu w procesie projektowania czasteczki leku. Na wzrost ryzyka niepowodzenia
moze wpltynac¢ kilka etapow: modelowanie struktury receptora (typowanie miejsca aktywnego) lub
generowanie nowych ligandow (rys. 1.1: etapy zaznaczone kolorem pomaranczowym). Potrzeba
skonstruowania modelu receptora w przypadku braku jego struktury 3D lub nieznajomos$¢ centrum
aktywnego receptora wymagajg zastosowania dodatkowych zalozen i przyblizen, co powoduje
zwigkszenie prawdopodobienstwa otrzymania btednych wynikow. Generujgc catkiem nowe ligandy
czesciej dostaje si¢ struktury nie bedace lekami, niz wtedy, gdy ogranicza si¢ do modyfikacji
znanego wczesniej zwigzku wiodacego (lead compound).
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Znajomos$¢ zarowno grupy ligandow danego receptora oraz ich aktywnosci jaki 1 struktur 3D
kompleksow biatko-ligand oraz formy natywnej biatka jest idealng sytuacja.

Leki projektowane z uzyciem metod obliczeniowych istniejg juz i sg dostgpne na rynku
farmaceutycznym. Jako gltéwny przyktad mozna przytoczy¢ blokery receptorow dla angiotensyny —
sartany.
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Rysunek 1.1 Schemat wykorzystania metod eksperymentalnych i obliczeniowych w etapach
projektowania lekow.
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Typowanie miejsca wiazgcego

Bardzo wazne znaczenie w projektowaniu czasteczki leku odgrywa znajomo$¢ budowy
centrum aktywnego receptora (Rysunek 1.2).

Rysunek 1.2 a) Model miejsca aktywnego anhydrazy weglanowej. Widoczne trzy histydyny i jedna
grupa hydroksylowa koordynujace jon cynku, bedacy kofaktorem tego enzymu. b) Centrum aktywne
dysmutazy ponadtlenkowe (SOD).

Nie zawsze jednak dysponuje si¢ strukturg 3D receptor - ligand, ktéra dostarcza doktadne;
informacji o potozeniu i budowie miejsca wigzacego. Najczesciej poszukuje si¢ centrum aktywnego
w nastepujacych przypadkach:

»  znana jest tylko struktura krystalograficzna natywnej formy receptora,
»  znana jest jedynie sekwencja aminokwasowa badanego bialka,
»  poszukuje si¢ alternatywnego miejsca wigzacego,

W tych przypadkach mozna wykorzysta¢c metod¢ oparta na homologii. Trzeba tylko
uwzgledni¢, ze nawet poprawne zaproponowanie miejsca wigzacego nie zapewnia sukcesu - czasami
w wyniku zwigzania liganda receptor ulega duzym zmianom konformacyjnym, ktére trudno
przewidzie¢ bez wykonywania doktadnych symulacji.

Metody oparte na homologii
W przypadku, gdy poszukuje si¢ centrum aktywnego dla istniejacych grupy ligandéw danego

biatka mozna skorzysta¢ z informacji, ze bedzie ono podobne do innych, opisanych juz miejsc
wigzgcych w biatkach pokrewnych. W poczatkowym etapem nalezy poréwnaé sekwencje badanego
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receptora z sekwencjami tych bialek. W centrum aktywnym fragmenty aminokwaséw wystepuja
zazwyczaj zachowane w procesie ewolucji, dlatego tez znalezienie fragmentow 0 niewielkiej
zmiennosci sekwencyjnej moze sugerowaé, ze to wiasnie aminokwasy z tego fragmentu tworza
miejsce wigzace.

Gdy sekwencja badanego biatka okaze si¢ wyjatkowa, nieznana mozna jeszcze oczekiwac, ze
bedzie ona strukturalnie podobna do biatka z dobrze zdefiniowanym centrum aktywnym. W tym
celu mozna wykorzystaé baze danych biatek podobnych strukturalnie. Na przyktad bazg¢ FSSP
(Families of structurally similar proteins), ktora jest dostepna bezptatnie dla uzytkownikow
akademickich. Do wyszukiwania biatek podobnych strukturalnie mozna wykorzysta¢ program Dali.

Projektowanie czasteczki leku, ktore oparte jest na znajomosci struktury 3D receptora
(topologia centrum aktywnego) warto dodatkowo uzupetni¢ o informacj¢ pochodzace z analizy
farmakoforu i metody QSAR.

Budowanie farmakoforu

Farmakofor jest modelem zawierajacym informacje o zalezno$ciach przestrzennych migdzy
fragmentami wspolnymi dla ligandow oddziatujacych z danym biatkiem. Gdy znana jest struktura
kilku aktywnych ligandéw badanego receptora a nie dysponujemy informacjami o jego strukturze
3D etap tworzenie farmakoforu odgrywa bardzo istotng rolg w projektowaniu lekoéw. W optymalnej
sytuacji ligandy te powinny stanowi¢ aktywng i réznorodng grupg zwigzkow. Najwazniejszym
warunkiem jest oddziatywanie badanych ligandow z tym samym centrum aktywnym receptora.
Farmakofor sktada si¢ z fragmentow odgrywajacych wazng role w oddziatywaniach ligand-receptor
(Rysunek 1.3). Moga to by¢ atomy szczegdlnych typéw (np. atom azotu), grupy chemiczne (np.
grupa hydroksylowa, aminowa, pierscien fenylowy), lub tez grupy o szczegodlnych funkcjach (np.

donor lub akceptor wigzania wodorowego, grupa o charakterze zasadowym lub kwasowym, grupa).
o]

/ farmakaofor
sov o

MNH, © MH, ©
Rysunek 1.3 Przyktadowy schemat farmakoforu.
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Zbudowany farmakofor moze by¢ uzyty w wielu etapach procesu projektowania lekow:

>  do przeszukiwania baz danych strukturalnych,
do tworzenia ligandow de novo,

do optymalizacji molekut wiodacych,

w metodzie 3D-QSAR,

YV V V

Obecnie dostgpna jest spora liczba programéw komputerowych przy pomocy ktorych, jesli
dysponuje si¢ grupa ligandow danego receptora, mozna zbudowa¢ model farmakoforu. Opierajac si¢
na zatozeniu, ze wszystkie molekuty oddziatujg z tym samym centrum aktywnym, musza generowac
ten sam farmakofor, tworzy si¢ wspolny jedne model dla calej grupy. Hipoteza ta nie zawsze jednak
si¢ sprawdza. Mogg istnie¢ bardzo aktywne ligandy, ktore nie beda zawieraty ktéregos z fragmentow
zbudowanego farmakoforu.

Model QSAR - Deskryptory

QSAR (Quantitative Structure - Activity Relationships) jest to metoda umozliwiajaca analize
zaleznos$ci miedzy aktywno$cig biologiczng grupy ligandow, a ich cechami fizykochemicznymi.
Metoda ta pozwala zbadac, ktore wiasciwoscei tych ligandéw majg najwigkszy wptyw na aktywno$é
oraz sformulowa¢ matematyczny model tej zaleznosci, zwany réwnaniem QSAR. Znajomo$¢ tego
roOwnania pozwala:

»  zaproponowa¢ mechanizm oddziatlywania ligandow z receptorem,

»  wyliczy¢ aktywnos¢ niezbadanych jeszcze molekut,

»  zasugerowac najlepsze z punktu widzenia aktywno$ci zmiany w budowie ligandow,
»  pogrupowac¢ ligandy pod wzgledem ich aktywnosci oraz cech fizykochemicznych,

Wykonanie analizy statystycznej oraz zaproponowanie rownania QSAR jest mozliwe gdy
wyrazimy parametry fizykochemiczne grupy badanych ligandow w postaci liczbowej, czyli w
postaci tzw. deskryptorow.

Wiele roznych cech fizykochemicznych (rozmiar 1 fadunek drobiny, rodzaj grup funkcyjnych,
rozpuszczalno$¢) moze wplywa¢ na aktywno$¢ biologiczng zwigzkow. Przypisujac tym cecha
wartosci liczbowe tworzymy funkcje zwane deskryptorami. Deskryptory, ze wzgledu na charakter
wlasciwosci, ktore opisuja mozna podzieli¢ na kilka grup:

»  wlasciwosci strukturalne, np.: masa molowa, objetos¢ molekularna, pole powierzchni,
momenty bezwtadnosci, liczba wigzan pojedynczych,

»  wlasciwosci elektronowe, np.: tadunek catkowity, moment dipolowy, polaryzowalnosc,
energia HOMO, energia LUMO,

»  wlasciwosci termodynamiczne, np.: wspolczynnik podzialu migdzy wode i oktanol,
hydrofobowos¢ podstawnikow, refraktywnos¢ molowa,
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»  wlasciwosci przestrzenne pol - COMFA (Comparative Molecular Field Analysis).

Analiza QSAR umozliwia wygenerowanie rownania, ktore opisuje zalezno$¢ aktywnoSci
biologicznej ligandéw w funkcji poszczegolnych deskryptorow.

Przeszukiwanie baz danych malych czasteczek

Przeszukujgc strukturalne bazy zwigzkéw maloczasteczkowych, z olbrzymiej grupy
wystepujacych w nich zwigzkow, mozna wybra¢ molekuly spetniajace kryteria zapisane w modelu
farmakoforu i modelu QSAR. W ten sposdb mozna ograniczy¢ liczbe zwigzkow, ktore bedg badane
w kolejnych etapach procesu projektowania czasteczki leku.

Dokowanie ligandow do receptora

Dokowanie jest metoda, ktora pozwala przewidzie¢ sposoby utozenia i konformacje liganda w
centrum aktywnym receptora oraz oceni¢ sit¢ oddziatywan miedzyczasteczkowych. Zazwyczaj dla
badanego receptora analizie poddaje si¢ nawet do kilkunastu tysiecy ligandow, dlatego algorytmy
wykorzystywane w procesie dokowania muszg by¢ zarazem szybkie jak i doktadne.

Do przeprowadzenia dokowania potrzebna jest znajomo$¢ struktury receptora, ktorg mozna
uzyskac¢ na drodze analizy strukturalnej, widm NMR lub modelowania homologicznego. W procesie
dokowania potrzebna jest takze grupa potencjalnych ligandow. Niezbedna jest rowniez znajomosé
topologii miejsca wigzacego, poniewaz dokowanie do catego receptora jest pozbawione sensu.

Centrum aktywne zazwyczaj zlokalizowane jest w kieszeni, szczelinie biatka, tworza je
aminokwasy, ktore w sekwencji aminokwasowej moga by¢ znacznie oddalone od siebie, natomiast
w czasteczce trojwymiarowej znajduja si¢ blisko siebie. Reszty aminokwasowe w miejscu wigzacym
receptora s ewolucyjnie zachowane, poniewaz zmiana ktorego$ z tych aminokwaséw mogtaby
uniemozliwi¢ enzymowi katalizowanie dotychczasowych reakcji.

Przed rozpoczgciem procedury dokowania nalezy dokladnie przeanalizowa¢ budowg¢ miejsca
wigzacego. Powinno si¢ zwroci¢ uwage na grupy donorowe 1 akceptorowe dla wigzanh wodorowych.
Dwudodatnie jony metali czesto wystepuja w centrach wigzacych receptorow, jesli zostawimy je
podczas dokowanie, musimy zadba¢ o ich poprawng parametryzacje (przypisanie witasciwego
fadunku). Czasteczki wody pelnig istotng role w miejscu wiazacym, moga bra¢ udziat w
,mostkowaniu” wigzan wodorowych, dlatego warto je uwzgledni¢ jako element centrum aktywnego
w trakcie dokowania. Jesli znamy aminokwasy, ktore moga tworzy¢ miejsce wigzace warto jest
zdefiniowa¢ wigzy farmakoforyczne. Pozwalaja one wskaza¢ miejsca, w ktorym powinien zostac
umieszczony okreslony fragment molekuty (np. donor wigzania wodorowego). Ligandy uzywane do
dokowania powinny by¢ réwniez odpowiednio przygotowane, potrzebujemy pelnoatomowa
strukture oraz atomy powinny mie¢ przypisany wlasciwy tadunek.
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Projektowanie nowych ligandow i modyfikacja istniejacych

Omawiane do tej pory metody, takie jak przeszukiwanie strukturalnych baz danych, tworzenie
réwnania QSAR, badZz dokowanie, opierajg si¢ na analizie znanych ligandow w celu znalezienia w
tej grupie najlepszych kandydatow na "molekuty wiodgce" (lead compounds). Nastepnie zwigzki te
po serii udoskonalen majg szans¢ sta¢ si¢ prototypem leku. Projektowanie w oparciu o strukture
znanych ligandéw wymaga oczywiscie posiadania bazy takich zwigzkdéw, co nie zawsze jest
mozliwe do zapewnienia.

Tworzenie nowych ligandéw (de novo drug design) jest alternatywnym rozwigzaniem bazujac
na informacjach uzyskanych z analizy farmakoforu lub miejsca wigzacego. Niestety, istnieje okoto
108 mozliwych do zsyntezowania zwigzkow, ktore moglyby sta¢ si¢ lekiem. Kazda z tych molekut
moze przyjmowac rézne konformacje i na wiele sposobow uktada¢ sie¢ w centrum aktywnym
receptora. Tyle zmiennych w trakcie generowania nowych ligandow moze spowodowac, ze proces
projektowania nowego leku nie zakonczy si¢ sukcesem. Projektowanie nowych ligandéw polega na
losowych zmianach struktury i potozenia nowego liganda, a nast¢pnie ocenie jego ulozenia W
zdefiniowanym wczesniej centrum aktywnym. Lepsze rezultaty mozna uzyska¢ modyfikujac znane
wczesniej molekuty wiodace niz tworzac nowe czasteczki.

W procesie projektowania lekow warto rowniez pamigta¢ o prawie piagtek Lipinskiego,
zgodnie z ktorym leki doustne powinny spetnia¢ nastepujace Kryteria:

»  conajwyzej 5 donoréw wigzan wodorowych (np. grupy -NH, -OH),

nie wigcej niz 10 grup akceptorowych wigzania wodorowego ( atom O lub N),
Masa czasteczkowa zwigzku mniejsza niz 500 Da,

wspotczynnik podziatu (n-oktanol-woda) mniejszy niz 5.

Y V V

Wyklad 2: Otrzymywanie i oczyszczanie bialek na potrzeby krystalografii.

Znane sg trzy sposoby uzyskania biatek do badan krystalograficznych: izolacja z oryginalnego
materiatu biologicznego, synteza chemiczna oraz biatka uzyskane na drodze inzynierii genetycznej —
biatka rekombinowane.

1. Izolacja bialka z oryginalnego materialu biologicznego

Rodzaj materiatu biologicznego, metoda izolacji biatka oraz sposéb jego oczyszczania w duzej
mierze zalezy od celu jego zastosowania. W badaniach enzymatycznych wyizolowane biatko
powinno zachowac¢ swojg natywng forme¢ oraz aktywno$¢ biologiczna. Badania strukturalne lub
farmaceutyczne wymagajg preparatu homogenicznie czystego. Nalezy wybra¢ materiat biologiczny
zawierajacy jak najwigksza ilos¢ pozadanego biatka, ktory w tatwy i tani sposdb mozna otrzymac w
roztworze w formie aktywnej. W otrzymanym roztworze biatka powinno by¢ jak najmniej
zanieczyszczen.
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Obecnie obserwuje si¢ duzy rozwoj technik i metod rozdzielania oraz oczyszczania biatek, ma
to ogromny wplyw na rozne dziedziny nauki oraz przemystu. Stopien czystosci otrzymanego
preparatu jest rozny i zalezny od jego potencjalnego wykorzystania. Badania krystalograficzne i
terapeutyczne wymagajg biatek o wysokim stopniu czystosci (95-99%), natomiast preparat biatkowy
stosowany w przemysle spozywczym moze cechowac si¢ mniejszym niz 95% stopniem czystosci.

Praca z preparatem bialkowym wymaga wickszej doktadnosci i delikatnosci niz praca ze
zwigzkami matoczasteczkowymi. Inny sposob izolacji biatek zwigzany jest przede wszystkich z ich
wlasciwo$ciami:

»  biatka sa duzymi, elastycznymi i labilnymi zwigzkami organicznymi, ich struktura
trzeciorzedowa moze by¢ tatwo zniszczona w procesie denaturacji, ktory zarazem pozbawia je
aktywnosci biologicznej. W zwigzku z tym, w procesie izolacji oraz oczyszczania bialka
powinny by¢ sosowane jedynie bardzo fagodne procedury. Uzywanie wysokich temperatur
(destylacja, gotowanie) jest zabronione.

»  biatka zbudowane sg z tych samych bloczkéw budulcowych (aminokwaséw) utozonych
jedynie w innej sekwencji, dlatego sa one do siebie bardzo podobne. Zatem, stosowane
techniki muszg by¢ bardzo selektywne i subtelne.

Trudnosci w izolacji bialka

Produkcja biatek zachodzi jedynie w organizmach zywych. Wyizolowanie biatka wymaga jego
uwolnienia z materiatu biologicznego a w kolejnym kroku nalezy je oddzieli¢ od pozostatych biatek,
co jest bardzo trudnym etapem. Wyizolowanie catego bialka (bez strat) z wybranego materiatu
biologicznego oraz jego homogeniczne oczyszczenie jest optymalng sytuacja, co nie jest fatwe do
wykonania. Procedure izolacji biatka nalezy starannie zaplanowaé, powinna ona obejmowac jak
najmniej etapow przeprowadzonych w jak najkrétszym czasie.

Wybér zrodla bialka

Wyboru zrodla biatka dokonuje si¢ po okresleniu biatka badanego, docelowego. Tkanki
zwierzece, roslinne, drozdze lub bakterie moga by¢ materialem startowy. Zawarto$¢ biatka oraz jego
rozmieszczenie W znaczacy sposOb wplywa na wybor materiatu biologicznego. Uwzgledniajac
umiejscowienie docelowego zwigzku, biatka dzielimy na trzy grupy:

»  bialka znajdujace si¢ w srodku komorki:
=W cytozolu,
= w organellach komérkowych,
»  biatka wystepujace w ptynach ustrojowych - biatka rozpuszczalne,
»  biatka potaczone z fragmentami stalymi komorki lub biatka nierozpuszczalne:
* biatka strukturalne,
* biatka btonowe.
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Izolowanie i ekstrakcja bialka z wybranego materiatu biologicznego

Uwolnienie docelowego biatka do roztworu wymaga dobrania odpowiedniej procedury w
zalezno$ci od jego umiejscowienia. Jezeli biatko zwigzane jest z blona komérkowsa lub wystepuje w
organellach komoérkowych nalezy zastosowa¢ dodatkowe etapy, ktére umozliwig rozbicie tkanek,
jak 1 komorek. Do rozbijania komorek znajdujacych si¢ w zawiesinie mozna zastosowacé rozne
metody (Tabela 2.1).

Do dyspozycji mamy tagodne, umiarkowane oraz energiczne metody. Najczesciej stosowanym
metodami jest sonifikacja, homogenizacja, rownie cz¢sto uzywane jest wysokie cisnienie. Cickawa
metoda rozbijania komorek jest tzw. ,,bomba azotowa”. W metodzie tej wykorzystuje si¢ gwattowna
dekompresje, uzywajac wysokiego cisnienia, nasyconej rozpuszczalnym gazem (np. azotem)
zawiesiny komorek. Uwalniajac preparat do roztworu mozna réwniez wykorzysta¢ ogrzewanie,
dziatanie detergentami lub rozpuszczalnikami organicznymi. W innej metodzie, wartej
wspomnienia, stosuje si¢ dyfuzj¢ wody z roztworu izotonicznego do roztworu o wigkszym stezeniu
— cytozolu, co powoduje pecznienie i rozrywanie komorek.

Tabela 2.1 Metody uwalniania biatek z materiatu biologicznego do roztworu.

Metody uwalniania biatek Zrodto biatka
Methods of extracting and introducing proteins Source of protein
ELagodna
Gentle method
Erytrocyty, E.coli, okotoplazmowe: biatka
Liza komérki (szok osmotyczny) wewnatrzkomorkowe
Cell lysis (osmotic shock) Erythrocytes, E.coli, periplasm: intrarcellural
proteins
Trawienie enzymatyczne Bakterie: biatka wewnatrzkomorkowe
Enzymatic digestion Bacteria: intracellural proteins
Reczna homogenizacja Tkanka watroby
Manual homogenisation Liver tissue
Siekanie (mielenie) Migénie
Mincing (grinding) Muscles

Umiarkowana
Moderate method
Tkanka migsniowa, wigkszosé tkanek roslinnych i

Homogenizator Blade’a zwierzecych
Blade’s homogeniser Muscle tissue, the majority of animal and plant
tissues
Mielenie ze scieraniem, np. piaskiem Bakterie, tkanki roslinne
Grinding using abrasive materials, e.g. sand Bacleria, plant tissues
Energiczna
Vigorous method
Ultradzwieki Zawiesina komérek
Ultrasonication Cell suspension
Homogenizator Manton-Gaulina Zawiesina komorek
Manton-Gaulin homogeniser Cell suspension
Prasa Frencha Bakterie, komorki roslinne
French press Bacteria, plant cells
Lizat komérek, przeciwciala monoklonalne, biatka
Precypitacja frakcyjna zewnatrzkomorkowe
Fractional precipitation Cells lysate, monoclonal antibodies, extra-cellular
proteins

55

Projekt wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego



UNIA EUROPEJSKA
KAPITAL LUDZKI ” EUROPEJSKI
NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI FUNDUSZ SPOLECZNY

Projekt pn. ,,Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w Toruniu w dziedzinach matematyczno-przyrodniczych”
realizowany w ramach Poddziatania 4.1.1 Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki

W procesie uwalniania do roztworu badanego bialka blonowego powinien zosta¢ zastosowany

dodatkowy etap (Rysunek 2.1).

biatko integralne
integral protein

detergent
detergent

P

—p

biatko rozpuszczalne

soluble protein

Rysunek 2.1 Mechanizm uwalniania biatek btonowych za pomocg detergentow.

Zaledwie 1% bialek blonowych ma poznang strukture, mimo, ze stanowig one sporg liczbe
wszystkich biatek. Rozwdj badan strukturalnych umozliwia powigkszy¢ grupe znanych struktur tych
biatek. Jak wspomniano wcze$niej, badania krystalograficzne wymagaja preparatu o wysokim
stopniu czystosci. Zastosowanie detergentu anionowego powoduje uszkodzenie warstwy lipidowej
btony komorkowej 1 uwolnienie biatek integralnych do roztworu.

2. Synteza chemiczna

Bialka, jak wiadomo, s3 liniowymi polimerami ztozonymi z aminokwaséw, co umozliwia
otrzymanie ich na drodze syntezy chemicznej. Mozna by zatem taczy¢, w reakcji kondensacji,
aminokwasy zgodnie z sekwencja, co prowadzitoby do otrzymania odpowiedniego biatka. Podczas
syntezy stykamy si¢ jednak z pewnym problemem. Reakcja ta nie zachodzi ze 100% wydajnoscia,
poniewaz ,,cegietki” budujace biatko posiadaja dodatkowe grupy funkcyjne, ktore rowniez moga
bra¢ udziat w reakcji kondensacji. Jesli cheieliby$Smy otrzymac¢ dipeptyd AB, to karboksylowa grupa
czasteczki A powinna przereagowaé z aminowa grupa aminokwasu B. Jednak obie czasteczki
zawierajg zarazem grupe karboksylowa, jak 1 amonowg, co skutkuje utworzeniem mieszaniny
dipeptydow (pozadanego AB oraz AA, BB i BA) i nieprzereagowanych aminokwasow A 1 B. W ten
sposob otrzymujemy trudng do rozdzielenia mieszaning z niewielka iloscig docelowego produktu.
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Rysunek 2.2 Synteza peptydu na podtozu statym.

Problem ten zostal rozwigzany dzigki B. Merrifieldowi, ktory w 1962 roku zaproponowat
metode syntezy na stalym podlozu (Rysunek 2.2.). Metoda ta wymaga zastosowania specjalnych
grup blokujacych, ktére uniemozliwiajg tworzenie si¢ niepozadanych produktow. Syntezg SPPS
(Solid Phase Peptide Synthesis) rozpoczyna si¢ od przywigzania grupg COOH ostatniego
aminokwasu do stalego podioza. Grupy aminowe w trakcie syntezy blokuje si¢ grupa t-Boc
(tert-butyloksykarbonylowg) lub FMOC (9-fluorenylometoksykarbonylows). Po przytaczeniu
aminokwasu do podtoza i przed dodaniem kolejnego w sekwencji aminokwasu, usuwana jest
blokada z ostatniej reszty aminowej. Zmieniajac pH roztworu mozemy zdjaé blokade z grupy
aminowej, stosujemy $rodowisko kwasne dla grupy t-Boc lub zasadowe dla FMOC. W kolejnym
etapie, doktadnie odmywamy produkty niepozadane i nieprzereagowane substraty a interesujacy nas
peptyd, zostaje zwigzany z podlozem. Cyklicznie powtarzajac oméwiony proces otrzymujemy
interesujacy nas produkt. Ostatnim etapem syntezy jest zdjecie wszystkich blokad oraz odcigcie
otrzymanego produktu od stalego podtoza przy uzyciu TFA (kwasu trojfluorooctowego).
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Zaproponowana przez B. Merrifielda metoda wydaje si¢ banalnie prosta ale zastosowanie jej w
syntezie duzych biatek nie pozwala jednak na otrzymanie produktu z dobrg wydajnoscia. Poza tym
jest to bardzo pracochtonna i czasochlonna metoda. Obejmuje szereg proceséw tworzenia wigzan
peptydowych, zdejmowania grup blokujacych oraz usuwania produktow ubocznych. Uzywajac
syntezy na statym podtozu otrzymac¢ mozemy krotsze polipeptydy, ktore mozna nastepnie skleié, np.
metoda ligacji chemicznej. Metoda ta odgrywa rowniez istotng role w przypadku otrzymywania
polipeptydow zbudowanych z niebiatkowych aminokwasow.

Proteaza retrowirusa HIV (ludzki wirus uposledzenia odpornosci) byla pierwszym
syntetycznym biatkiem, dla ktérego struktura 3D zostata okre$lona. Bialko to jest stosunkowo
nieduze (99 reszt) ale wystepuje w postaci homodimeru.

3. Bialka rekombinowane

Dzigki rozwojowi inzynierii genetycznej mozliwe jest stworzenie bialek rekombinowanych,
ktore znalazty szerokie zastosowanie w medycynie. Sg one powszechnie uzywane w terapii wielu
choréb onkologicznych, neurologicznych oraz autoimmunologicznych. Biatka rekombinowane
produkowane sg w specjalnie przygotowanych komoérkach. W ten sposéb mozna tanio, szybko i bez
wigkszych problemow produkowaé duze ilosci potrzebnego biatka. Otrzymany w ten sposob
preparat mozna w latwy sposodb oczysci¢, pamigtajac o doktadnym i indywidualnym zaplanowaniu
procedury oczyszczania. Technika rekombinacji DNA odgrywa istotng rolg w otrzymywaniu rzadko
wystepujacych biatek lub biatek wystepujacych w bardzo matych iloSciach w materiatach
biologicznych. Ilo$¢, jakos¢ i1 czysto$¢ otrzymanego biatka rekombinowanego zalezy od kilku
czynnikéw: rodzaju wektora ekspresyjnego i szczepu, doboru odpowiednich warunkéw wzrostu
hodowli a takze procedury oczyszczania.

Obecnie dostepnych jest szeroka gama Systemoéw umozliwiajacych nadprodukcje
rekombinowanych bialek. Komorki eukariotyczne oraz prokariotyczne moga by¢ wykorzystywane
jako fabryki do produkcji biatek. Pierwszym krokiem jest odpowiedni dobor systemu ekspresyjnego.
Nalezy uwzgledni¢ warunki hodowli komorek, poziom ekspresji, umiejscowienie produkowanego
bialka oraz jego aktywnos$¢ biologiczna.

Stosowanie zarazem komorki eukariotyczne jaki i prokariotyczne ma swoje wady i zalety.
Wykorzystanie komoérek owadow lub ssakow umozliwia otrzymanie aktywnych czasteczek biatka ze
wszystkimi potranslacyjnymi modyfikacjami. Wadga natomiast jest czasochtonna oraz kosztowna
hodowla tych komorek, ktora prowadzi do otrzymania malej ilo$ci preparatu. Dlatego komorki te
zazwyczaj stosuje si¢ wylacznie do badan laboratoryjnych

Lepszym rozwigzaniem jest stosowanie komoérek eukariotycznych. Komorki bakteryjne sa
czesciej stosowane ze wzgledu na znajomo$¢ mechanizmu transkrypcji i translacji oraz dostepnosé¢
szerokiej gamy promotoroéw. Produkcja biatek rekombinowanych w takich ,,fabrykach” jest rowniez
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szybka 1 tanig metoda. Bakterie jednak nie maja zdolnosci do przeprowadzania modyfikacji
potranslacyjnych w produkowanych biatkach co jest ich ogromng wada.

Wybierajagc odpowiednie komorki do nadprodukcji biatka warto spojrze¢ réwniez oczami
krystalografa. Zastepujac reszt¢ metioniny w sekwencji biatka rekombinowanego selenometioning
(Se-Met) wprowadzamy do struktury cigzki atom (,,znacznik” anomalny). Taka modyfikacja
pomaga w sprawnym rozwigzaniu problemu fazowego. Selenometionina zostaje wprowadzona do
komorek bakteryjnych wraz z pozywka, i w trakcie produkcji biatka zastepuje reszty metioniny.

Oczyszczanie bialka sklada sie z kilku gléwnych etapéw:

1. lzolacja docelowego biatka z materialu biologicznego: rozbicie tkanek i komorek (sonifikacja,
homogenizacja, zastosowanie wysokiego cisnienia), ekstrakcja biatka do roztworu wodnego.

2.  Wstepne oczyszczanie (dodatkowe): wysolenie, dializa.

3. Oczyszczanie przy uzyciu technik chromatograficznych (chromatografia powinowactwa,
filtracja zelowa, chromatografia oddziatywan hydrofobowych).

4. Zmiana warunkow jonowych (dodatkowe): dializa.

5. Pomiar stezenia i analiza czystosci preparatu: elektroforeza.

Waznym parametrem w trakcie oczyszczania bialka jest temperatura, zazwyczaj proces ten jest
prowadzony w niskiej temperaturze 2 - 4°C.

Chromatografia jest wcigz rozwijajaca si¢ metoda analityczng o coraz to wigkszym
zastosowaniu. Jest fizykochemiczng metoda rozdzielania sktadnikow jednorodnych mieszanin,
wykorzystujac réznice w ich podziale miedzy fazg ruchoma 1 nieruchomg uktadu
chromatograficznego. Sktadniki mieszaniny musza r6zni¢ si¢ wlasciwosciami fizykochemicznymi,
takimi jak: wielko$cig molekul, tadunkiem, hydrofobowoscia, specyficznoscig substratows, €O
determinuje wyboér odpowiedniego typu chromatografii. Metody chromatograficzne mozna
wykorzysta¢ do rozdziatu réznych mieszanin zwigzkéw organicznych (aminokwaséw, biatek,
cukrow, lipidow, kwasoéw nukleinowych). Uwzgledniajac rdzne rodzaje fazy nieruchomej wyr6znié
mozemy chromatografi¢ gazows, cieczowa, bibutowg i cienkowarstwowa. W chromatografii
cieczowej podczas rozdziatu biatek fazg ruchoma jest ciecz, a faza nieruchoma jest ciato stale, ztoze
hydrofilowe np. nierozpuszczalne zwigzki agarozy, polimerow akryloamidu lub zwiazki dekstranu.
Chromatografie¢ cieczowa dzieli si¢ na chromatografi¢ kolumnowg i1 planarng. W przypadku
oczyszczania biatek uzywa si¢ tej pierwszej. W metodzie tej zazwyczaj uzywa si¢ szklanej rurki,
ktéra wypelniona jest odpowiednim zlozem. Ztoze w kolumnie nalezy przemy¢ i wypeti¢ buforem
o odpowiednim sktadzie i pH. Mieszaning bialek umieszczong w buforze fazy ruchomej umieszcza
si¢ na wezesniej przygotowanej kolumnie.
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Chromatograficzne techniki oczyszczania bialek

Filtracja zelowa

Dokonujgc rozdziatu metoda filtracji zelowej (Gel Filtration, GE) uwzglednia si¢ wielkos¢
(masg) rozdzielanych biatek. Metoda ta opiera si¢ na zjawisku dyfuzji. Kolumna do chromatografii
wypetniona jest ziarnami o porowatej strukturze. Analizujac mieszaning bialek roznigcych sig
wielkos$cig zauwazymy wyptywanie w pierwszej kolejnosci biatek o najwigkszej masie. Bialka te sg
za duze aby wej$§¢ w waskie kanaliki porowatego wypetnienia, dlatego szybko przeptywaja przez
kolumng. Nastepnie kolumne opuszczajg biatka $rednich rozmiaréw. Najwolniej przemieszczajg si¢
mate czasteczki biatek, wchodzac w waskie kanaliki, dlatego wyptywaja jako ostatnie.

Kolumny z wypehieniem do filtracji Zelowej sa dostepne komercjalnie jak i mozna je
wypehia¢ samodzielnie. Najczgsciej stosowane ztoza, takie jak Sepharose, Sephadex lub Superdex,
wykonane s3 z nastepujacych materiatow; dekstran, bisakrylamid lub agaroza. Przygotowane
wilasnorgcznie kolumny nie zawsze udaje si¢ dobrze upakowaé, dlatego lepszym rozwigzaniem jest
kupienie juz gotowej. Zaletami omawianej metody jest tatwa obstuga i1 analiza otrzymanych
wynikéw. Rozdzial biatek moze zachodzi¢ bez ich denaturacji. Warty podkreslenia jest fakt, ze do
nanoszenia preparatu jaki i wymywania biatka mozna uzy¢ tego samego buforu. Mozna rozdziela¢
mieszaning nawet bardzo duzych czgsteczek biatka i rozdziat nie zalezy od rodzaju uzytego buforu.
Omawiana metoda posiada réwniez pewne ograniczenia. Cechuje si¢ niska zdolnoscig rozdzielczg a
objetosci nanoszonych probek sg niewielkie. W przypadku duzej iloSci preparatu, proces ten nalezy
powtorzy¢ kilkukrotnie.

Chromatografia jonowymienna

W chromatografii jonowymiennej (lon Exchange Chromatography, IEC) rozdziat nastepuje ze
wzgledu na wypadkowy tadunek bialek. Kolumny moga by¢ wypetnione ztozem obdarzonym
dodatnim tadunkiem (anionit) lub tadunkiem ujemnym (kationit). Gdy kolumna wypekniona jest
anionitem, silniej wigzane sg biatka naladowane ujemnym tadunkiem, ktére beda wyplywaé z
kolumny jako ostatnie. Natomiast biatka natadowane dodatnio lub oboj¢tne, nie wiazg si¢ ze ztozem.
Aby wymy¢ biatka z kolumny stosowany jest gradient soli lub pH. W metodzie tej mozna rowniez
rozdziela¢ biatka natadowane dodatnio, ktore rdznig si¢ wielkoscig fadunku. Analogicznie wyglada
oczyszczania preparatu biatlkowego w przypadku zastosowania kolumny wypeinionej kationitom.
Kolumny sg dostepne komercyjnie (HiTrap, HiLoad) lub mozna je samemu przygotowac. Do
wypelnienia kolumn stosowane sg polimery weglowodanowe, takie jak agaroza, dekstran lub
celuloza. W przypadki ztoza naladowanego dodatnio, polimery te posiadajag dodatkowo przytaczone
tancuchy weglowodorowe, ktore zakonczone sa dodatnimi grupami funkcyjnymi (-NHR2 lub —NR3).
W przypadku kationity s3 to ujemnie natadowane grupy funkcyjne (-COOH, -PO/*).
Chromatografia jonowymienna cechuje si¢ wieloma zaletami. Umozliwia rozdziat prébek o duzej
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objetosci ale niskim stezeniu, poniewaz stosowane sg kolumny o duzej pojemnosci. Jest to bardzo
selektywna metoda i charakteryzuje si¢ wysoka rozdzielczoscig. Do wad omawianej metody mozna
zaliczy¢ konieczno$¢ nanoszenie probki w buforze o okreslonym pH i duza zawartos¢ soli we
frakcjach uzyskanych po rozdziale.

Chromatografia oddzialywan hydrofobowych

W chromatografii oddziatywan hydrofobowych (Hydrophobic Interaction Chromatography,
HIC) bialka rozdzielane sg ze wzgledu na roznice w hydrofobowosci. Kolumny stosowane w tej
metodzie wypetnione sg np. agaroza, polimerami akrylamidowymi, do ktorych przylaczone sa
ligandy zakonczone grupami hydrofobowymi (grupy fenylowe). Rozdziat dokonuje si¢ dzigki
adsorpcji biatek na powierzchni ztoza, poprzez hydrofobowe oddziatywania migdzy biatkiem a
hydrofobowymi ligandami wypetienia. Przed rozpoczeciem procesu rozdzielania, kolumng nalezy
przemy¢ roztworem o duzej zawartos$ci soli, a nastgpnie nanosi si¢ badany preparat. Do wymywania
stosowane sg wodne roztwory soli o malejacym stezeniu badz roztwory zawierajace niewielka ilos¢
zwigzkow organicznych. Wysoka jest rowniez rozdzielczo$¢ tej metody.

Chromatografia oddziatywan hydrofobowych jest bardzo czgsto stosowang metoda. Tak, jak w
przypadku chromatografii jonowymiennej, stosuje si¢ kolumny o duzej pojemnosci, dzieki czemu
mozna rozdzielacz probki o duzej objetosci a malym stezeniu. Wadg tej metody jest obecnosé
znaczacej ilosci soli w koncowym preparacie, dlatego nalezy dodatkowo dializowaé¢ probke lub
poddac ja re-chromatografii stosujac filtracj¢ zelowa.

Chromatografia powinowactwa

Chromatografia powinowactwa (Affinity Chromatography, AC) jest najczesciej stosowang
metoda do izolowania i oczyszczania biatek. Jest to chromatografia adsorpcyjna wykorzystujaca
wzajemne powinowactwo biatka do liganda, ktory tworzy wypehienie kolumny. Jako przyktady
stosowanych uktadow biatko — ligand, wymieni¢ mozna: enzym — inhibitor, przeciwciato — antygen,
receptor — hormon, biatko wigzace maltoz¢ — maltoza (MBP), znacznik histydynowy (Hiss) — jony
niklu (I1), S- transferaza glutationowa (GST) — glutation. Znacznik histydynowy, biatko MBP i GST
dotaczone jest do oczyszczanego zwigzku na etapie tworzenia biatka rekombinowanego, tworzac w
ten sposob biatko fuzyjne. Po oczyszczeniu biatka, wspomniane znaczniki nalezy usung¢. W tym
celu stosuje si¢ enzymy proteolityczne, prowadzac inkubacje przez pare godzin a nastgpnie jeszcze
raz stosuje si¢ chromatografi¢ powinowactwa w celu usunigcia odcietych znacznikow.

Po naniesieniu preparatu na kolumng, w pierwszej kolejnosci wyptywaja z niej biatka nie
posiadajace odpowiedniego znacznika, ktory umozliwil by ich zwigzanie z kolumng. W kolejnym
etapie kolumn¢ przemywa si¢ roztworem zawierajacym czynnik rozrywajacy wigzanie biatko —
ligand. Do wymywania mozna zastosowac¢ np. roztwor o duzym stezeniu maltozy w przypadku
MBP, natomiast w przypadku kolumny wypetionej jonami niklu (II) roztwér imidazolu. W ten
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sposob mozemy uzyskac czysty preparat, a do oczyszczenia ktorego uzyliSmy tylko jednego etapu —
jest to duza zaleta tej metody. Metoda ta3 mozna rozdziela¢ probki o duzej objgtosci i roznym
stezeniu. Umozliwia ona réwniez zatezenie badanego materialu. Natomiast wada tej metody jest
trudno$¢ uzyskania niektorych specyficznych ligandow oraz konieczno$¢ przygotowywania
kolumny we wlasnym zakresie.

Efekt kazdego etapu procesu oczyszczania biatka powinien by¢ doktadnie monitorowany, co
pozwoli nam znalez¢ i wyeliminowa¢ ewentualne problemy mogace pojawi¢ si¢ w poszczegdlnych
etapach procesu. Takie postepowanie umozliwi nam dopracowanie procedury oczyszczania
docelowego preparatu. W tym celu powinna zosta¢ okreslana ilo$¢ (stezenie) biatka oraz jego
aktywno$¢. Po kolejny etapach oczyszczania aktywno$¢ biatka wzrasta, poniewaz powinno go by¢
wiecej w stosunku do innych bialek i1 zanieczyszczen.

Wyklad 3: Krystalizacja bialek

Bialko wykorzystywane w procesie krystalizacji

Jesli planujemy wykorzysta¢ biatko do krystalizacji powinno by¢ ono dostatecznie
doczyszczone metodami chromatograficznymi. Roztwor biatka musi zawiera¢ odpowiedni bufor
(np. Tris, Hepes), ktory zapewnia stale pH oraz azydek sodu, ktory wykorzystywany jest do
zabezpieczania roztworow przed rozwojem mikroorganizméw. Jezeli roztwor biatka powinien
zawiera¢ inny bufor niz ten po procesie oczyszczania, mozna go wymieni¢ stosujac np. dialize lub
,,odsalajgcg” kolumne chromatograficzng. Biatko powinno by¢ homogenne i czyste w co najmniej
95% oraz odpowiednie stezenie. W razie potrzeby roztwdr mozna zatezyC, stosujac specjalne
koncentratory z polprzepuszczalng blona. Biatko nalezy przechowywaé¢ w matych porcjach w
temperaturze -70°. Preparatow biatkowych nie wolno wielokrotnie zamraza¢ 1 odmrazac.

Pomiar stezenia bialka

Obecnie znanych jest wiele metod umozliwiajacych pomiar stezenia biatka. Roztwor biatka
powinno zatgza¢ si¢ do wysokiego stezenia, nalezy jednak pilnowa¢ aby nie zaczelo si¢ wytracac.
Roztwor biatka zwykle ma stgzenie 10-20mg/ml. Przed pomiarem stezenia nalezy preparat
rozcienczy¢. Uwzgledniajac specyficznos¢ probki badanego roztworu mozna dobra¢ odpowiednia
metode spektrofotometryczng. Metody rdznig si¢ zakresem detekcji oraz czuto$cig. Do oznaczania
stezenia mozna np. wykorzysta¢: metod¢ pomiaru absorbcji w ultrafiolecie, metodg Bradforda lub
metode biuretowa.

Obecnie najczgsciej stosuje sie metode absorbcji UV. W metodzie tej wykorzystuje sie
absorbcj¢ S$wiatla przy dlugosci fali rownej 280nm przez aminokwasy zawierajace pierscien
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aromatyczny (tryptofan, tyrozyna). Znajac liczbe reszt tryptofanu (nW), reszt tyrozyny (nY) a takze
jego mas¢ molowa biatka (Mr) mozna wyliczy¢ jego stezenie. Obecnos¢ kwaséow nukleinowych
moze wplyna¢ na blad pomiaru, poniewaz absorbujg $wiatlo przy A=260nm. W przypadku
roztwordw biatek 1 kwaséw nukleinowych stosuje si¢ metode Warburga i Christiana.

Metoda Bradforda jest rowniez czgsto stosowana. Badane biatko tworzy barwny kompleks z
barwnikiem Coomassie Brillant Blue (CBB), ktéry wykazuje maksimum absorpcji przy dtugosci fali
rownej 595nm. Natezenie otrzymanej barwy kompleksu zalezy od zawartosci biatka w roztworze.

Metoda biuretowa moze by¢ wykorzystana do pomiaru stgzenia roztworéw biatek jak i
réoznych zwiazkéw organicznych, ktore w swojej budowie posiadaja wigzania peptydowe. PO
dodaniu do badanych roztworéw silnej zasady (NaOH) oraz siarczanu miedzi (II), nastepuje zmiana
zabarwienia z niebieskiej na fioletowa (A=540nm), poniewaz tworzy si¢ zwigzek kompleksowy
jonow miedzi (II) z co najmniej dwoma wigzaniami peptydowymi.

Wiasciwosci krysztalow bialek

Krysztaty biatek moga zawiera¢ od 40-70% roztworu macierzystego (np. wody), co powoduje
ze maja odmienne wiasciwosci w porodwnaniu do krysztaldow innych substancji. Pracujac z
krysztatami biatlkowymi musimy by¢ ostrozni i delikatni. Taka ilo$¢ wody powoduje, ze czasteczki
biatka sg od siebie oddalone, ale zarazem sg na tyle blisko aby mogly pojawi¢ si¢ oddzialywania,
ktore umozliwig utworzenie uporzadkowanej struktury krystalicznej. Otrzymane uporzadkowanie
nie jest az tak doskonate, co powoduje ograniczony zakres dyfrakcji. Obecno$¢ kanatéw wodnych w
krysztatach biatkowych moze mie¢ zalety oraz wady.

Tak duza ilo$¢ roztworu macierzystego w krysztalach gwarantuje, ze czasteczki biatka
przyjmuja natywng konformacje, podobng do tej obserwowanej w warunkach fizjologicznych.
Obecnos¢ kanatow wodnych rowniez w tatwy sposdb umozliwia wprowadzenie do krysztalow
bialkowych sktadnikow matoczasteczkowych, np. jondw cigezkiego pierwiastka, inhibitorow lub
aktywatorow.

Obecnos¢ wody w krysztatach jest rowniez negatywnym zjawiskiem. W trakcie pomiaru
rentgenograficznego, podczas naswietlania jonizujagcym promieniowaniem wytwarzane sg wolne
rodniki. Dzigki kanalom wodnym te bardzo niebezpieczne drobiny w szybki sposob
rozprzestrzeniajg si¢, docierajacC do czgsteczek biatka i powodujac ich niszczenie, degradacje. Mozna
jednak ten negatywny proces w duzej mierze zatrzymac. Stosujemy w tym celu np. zjawisko
»witryfikacji” roztworu rozpuszczalnika stosujac niskie temperatury lub mozna wykorzystaé
wymiatacz wolnych rodnikow.

Praca z krysztalami bialek nie nalezy do tatwej. Krysztaly te zachowuja ograniczong trwato$¢

jedynie w waskim zakresie temperatury, pH oraz sity jonowej. Je$li zostang pozostawione na
powietrzu traca wode 1 od razu ulegajg nieodwracalnym przemianom. Dlatego po wyjeciu z
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roztworu macierzystego nalezy je od razu umiesci¢ np. w ciektym azocie. Sg one bardzo migkkie,
delikatne, praca z nimi wymaga duzego do$wiadczenia.

Proces tworzenia krysztalow bialek. Wykres fazowy krystalizacji

Warto w tym punkcie przypomnie¢ drugg zasade¢ termodynamiki, ktora mowi, ze w dowolnym
procesiec w ukladzie termodynamicznie izolowanym entropia, czyli miara stopnia
nieuporzadkowania uktadu, nigdy nie maleje. Na tej podstawie mozna by byto stwierdzi¢, ze proces
krystalizacji biatek zachodzi wbrew II zasadzie dynamiki. Nastgpuj¢ przeciez przej$cie od chaosu,
nieuporzadkowania do porzadku. O tym czy proces zajdzie decyduje jeszcze inna funkcja stanu, a
mianowicie entalpia swobodna Gibbsa. Na jej warto$¢ wptywa entalpia, entropia oraz temperatura
(G = H — TS). Oddziatywania mi¢dzyczasteczkowe tworzace si¢ w trakcie formowania krysztatow
moga przewazy¢ czton entropowy, co umozliwia zajscie tego procesu. Waznym rol¢ odgrywa tez
temperatura, ktora jest obecna we wzorze. Procek, ktéry w wyzszej temperaturze byt niekorzystny,
W nizszej temperaturze moze zachodzi¢ spontanicznie. W zwigzku z tym proces poleca si¢
prowadzi¢ proces krystalizacji biatek w temperaturze 4°C.

Krystalizacja biatlek jest procesem egzotermicznym polegajacym na powstaniu fazy
krystalicznej z fazy ciekltej (roztworu wodnego). Proces krystalizacji zwykle sktada si¢ z czterech
faz. Pierwsza faza to powstawanie zarodkow krystalizacyjnych, czyli nukleacja. W kolejnym etapie
nastepuje swobodny wzrost pojedynczych krysztatlow (monokrysztalow), a nastgpnie reorganizacja
warstwy powierzchniowej 1 powstawanie tzw. mikrostruktury krystalicznej. Koncowy etap to
taczenie si¢ pojedynczych krysztalow w wigksze struktury. Stosujac odpowiednie warunki w trakcie
procesu mozemy zatrzymaé si¢ na drugim etapie 1 otrzyma¢ odpowiedni do badan
krystalograficznych monokrysztat.

Diagram fazowy dla procesu krystalizacji przedstawia Rysunek 3.1. Roztwér przesycony
otrzymuje si¢ w przypadku wysokich stezen biatka i czynnika stracajacego, skutkuje to powstaniem
amorficznych agregatow biatkowych. Obnizenie st¢zenia moze prowadzi¢ do tworzenia si¢
zarodkow krystalizacyjnych, ktéore moga przemieni¢ si¢ w monokrysztaly. W obszarze
metastabilnym rowniez tworza si¢ zarodki ale ich wzrost nie jest spontaniczny. Umieszczenie
krysztatu biatka w tym obszarze moze powodowac jego wzrost. Przy nizszych steZeniach tworzy si¢
roztwor nienasycony — biatka sg catkowicie rozpuszczalne.
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Rysunek 3.1 Wykres fazowy procesu krystalizacji biatka.

Sklad roztworu krystalizacyjnego

Podstawowymi skladnikami roztworu krystalizacyjnego jest biatko, woda, bufor 1 czynnik
stracajacy. Poza tymi gléwnymi sktadnikami w roztworze moze wystepowaé np. azydek sodu
(czynnik chronigcy przed rozwojem ples$ni i bakterii), kofaktory (jony metali lub inne zwigzki
organiczne, dzigki ktorym enzym zdolny jest do pelnienia swojej funkcji). Ochrong biatka przed
utleniajagcym wplywem powietrza mozna zapewni¢ dodajgc do roztworu stosuje si¢ rézne Srodki
redukujgce. Mozna stosowac ditiotreitol (DTT) lub merkaptoetanol, ktore zapobiegaja utlenieniu
grup tiolowych w biatku, co chroni czasteczke przed zmiang konformacji oraz utratg jej aktywnosci.
W celu usunigcia jonow metali, ktore mogg przeszkadza¢ w procesie krystalizacji wykorzystac¢
mozna czynnik kompleksujacy (np. EDTA)

Czynniki stracajace

Czynniki stracajace mozna podzieli¢ na trzy gtdéwne grupy: sole, rozpuszczalniki organiczne i
polimery. Siarczan (VI) amonu jest najczesciej stosowang solg. Stosowac réwniez mozna inne sole
nieorganiczne (fosforany, azotany, chlorki) jak i organiczne sole (mréwczany, octany, cytryniany).
Do drugiej grupy czynnikéw stracajacych zaliczy¢ przede wszystkim réznego typu alkohole: etanol,
izopropanol czy MPD (2-metylo-2,4-pentanodiol). Trzecia grupa to polimery o roznej dlugosci
fancuch, czyli roznej masie czasteczkowej. Najczesciej stosowany jest glikol polietylenowy (PEG).
Dhugo$¢ tancucha zmienia wlasciwosci polimerow, np. PEG-400 jest ,,lekki” a jego skrajne grupy
wykazujg charakter alkoholowy. Natomiast, PEG-20.000, jest ,,ciezki” a koncowe grupy OH nie
wptywaja na odczyn.
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Czynniki wplywajace na wzrost krysztalow

Na wzrost krysztatbw maja wpltyw rézne czynniki. Do najwazniejszych mozna zaliczy¢
stezenie biatka, temperature, rodzaj i pH buforu, rodzaj i stezenie czynnika strgcajacego. Istnieje
ogromna liczba innych czynnikdéw, chemicznych (jony metali, detergenty, sita jonowa), fizycznych
(ci$nienie, dzwigk, wibracja) jak i1 biochemicznych (czysto$¢ i jednorodnos¢ probki, modyfikacje
sekwencji, obecnos¢ ligandow), ktore wptywaja na ten proces.

Tak ogromna ilo$¢ réznych czynnikow wplywajacych na wzrost krysztalow sprawia, ze
dostaje si¢ ogromng ilo$¢ warunkéw do przetestowania. Sprawdzenie wszystkich mozliwosci jest
bardzo czasochtonne i w rgcz niemozliwe, poniewaz nie dysponuje si¢ taka iloscig preparatu. Jak
sobie z tym problemem poradzi¢? Jesli nie jest to unikatowe biatko i nalezy do rodziny znanych
biatek, to mozna w literaturze poszuka¢ warunkéw krystalizacji tych bialek. Warunki te beda
dobrym punktem startu w krystalizacji badanego biatka. Jesli w literaturze nie znajdziemy
informacji na ten temat mozemy skorzysta¢ z komercyjnie dostgpnych specjalnych zestawow
odczynnikow tzw. ,,screenow”.

Metody otrzymywania krysztalow

Krysztaty biatek zawieraja 40-70% rozpuszczalnika (wody), dlatego struktura bialek w
roztworze (w komorce) jest bardzo podobna do struktury w krysztale. Dzigki temu, biatka
przyjmowa¢ moga taka samg konformacje jak w komoérce. Dlatego, enzymy mogag nadal petnié
swoja funkcj¢ oraz sg zdolne do przeprowadzenia reakcji katalitycznej nawet w formie krystalicznej.
Obecnos¢ tak duzej ilosci wody utrudnia prace z krysztatami biatkowymi, poniewaz stajg si¢ one
bardzo delikatne, podatne na uszkodzenia i szybko ulegaja rozpadowi po wyjeciu z roztworu
macierzystego. Wigzania wodorowe, oddziatywania hydrofobowe i mostki solne migdzy
czasteczkami biatek odpowiedzialne sg za formowanie 1 stabilizacj¢ krysztalow biatek.

Obecnie istnieje wiele metod otrzymywania krysztatow, ktore mozna podzieli¢ na dwie grupy.
Pierwsza grupa to metody krystalizacji zwigzane z dyfuzja przez parowanie, do ktoérych zaliczymy
"hodowanie” w warunkach siedzacej kropli (Rysunek 3.2), wiszacej kropli (Rysunek 3.3) czy
rzadziej spotykane uzyskiwanie krysztatow w kropli kanapkowej. W kolejnej grupie znajduja sig
pozostale znane metody, do ktorych zaliczamy: dializ¢, mikrodialize, techniki batch i mikrobatch.
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Rysunek 3.2 Metoda siedzacej kropli. Rysunek 3.3 Metoda wiszacej kropli.

Najczesciej stosowanymi metodami sg techniki oparte na dyfuzji przez parowanie, poniewaz
umozliwiajg uzyskanie krysztatow w prosty sposob z niewielkiej ilosci probki badanego preparatu.
W metodach tych przygotowuje si¢ dwa roztwory, jeden jest bardziej a drugi mniej stezony
(rozcienczony przez dodatek biatka). Roztwor krystalizacyjny (bardziej stezony) mogacy zawierad
s0l, detergent, $rodek stracajacy i1 bufor, umieszcza si¢ na dnie naczynia, Drugi roztwor zawiera
oprocz roztworu krystalizacyjnego réwniez biatko, tworzy on krople, w ktorej beda tworzy¢ si¢
krysztalty. Poniewaz roztwory roznig si¢ st¢zeniem zachodzi powolne odparowanie roztworu z
kropli, nastepuje zatgzenie tego roztworu to moze sprzyja¢ formowaniu si¢ krysztatow.

W  metodzie ,siedzacej kropli” (Rysunek 3.2) kropla biatko-roztwor krystalizacyjny
umieszczona jest w specjalnym dotku, natomiast roztwor bardziej stezony (krystalizacyjny) znajduje
si¢ na dnie naczynia. Oba roztwory nie majg bezposredniego kontaktu ze soba. Wadg tej techniki
moze by¢ adhezja krysztatow biatka do powierzchni tworzywa, z ktorego wykonane sg ptytki do
krystalizacji. Proces ten moze utrudni¢ wyjecie krysztatu z kropli. Czasami jednak, zjawisko adhez;i,
moze inicjowac formowanie krysztalow

W technice ,,wiszacej kropli” (Rysunek 3.3) krople biatko-roztwor macierzysty nanosi si¢ na
okragte szkietko pokryte zazwyczaj silikonem, co zapobiega adhezji krysztalow biatka. Szkietko z
kropla biatka odwraca si¢ do gory dnem. W ten sposéb kropla wisi nad roztworem krystalizacyjnym
umieszczonym na dnie naczynia. Szklane szkietko pozwala na monitorowanie postepéw formowania
si¢ krysztatow,

Metody szczepienia krystalizacji

Mozna wyrdzni¢ dwie metody szczepienia: makroszczepienie i mikroszczepienie. Techniki te
mozna stosowac, jesli otrzymane wczesniej krysztaly sg zlej jakosci. Mikroszczepienie polega na
umieszczeniu zarodkéw krystalizacyjnych w kropli w stanie metastabilnym. W tym celu uzywa si¢
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wlosa (np. kociego) lub koncéwki pipety, ktora zanurza si¢ w rozworze z zarodkami a nastgpnie
niewielka ilo$¢ zarodkow przenosi si¢ do nowej kropli. W nowej kropli po jakim$§ czasie z zarodkoéw
zaczynaja tworzy¢ si¢ krysztaty. Gdy dysponujemy wigkszymi krysztatami ale s3 one Zle
uformowane, mozemy je réwniez wykorzysta¢ do mikroszczepienie. Krysztaty zostajg rozdrobnione
1 tworzy si¢ z nich zawiesing. Nastepnie przygotowujemy seri¢ rozcienczonych roztworow. Tak
przygotowanymi zawiesinami szczepi si¢ zrbwnowazone krople.

Druga metoda polega na przeniesieniu przemytego pojedynczego monokrysztatu z kropli, w
ktorej juz nie rosnie do nowej kropli.

Roboty do krystalizacji

Roboty do krystalizacji sg bardzo uzytecznym narzedziem w procesie krystalizacji bialek.
Umozliwiajg w szybszy i dokladniejszy sposob sprawdzi¢ rézne warianty warunkéw krystalizacji
badanego biatka. Wazna zaletg jest mozliwo$¢ uzywania bardzo malych objetosci probki (nawet
125ul), co umozliwia oszczedzenie biatka i pozwala przetestowac wigksza liczbg warunkow. WyniKi
krystalizacji sg fotografowane co 8 godzin, co usprawnia proces monitorowania procesu.

Wyklad 4: Pomiar synchrotronowy

Metody dyfraktometryczne obecnie znajduja szereg zastosowan w réznych dziedzinach nauki.
Wykorzystywane sa w fizyce ciala stalego, badaniach materialowych oraz krystalografii.
Dyfraktometria rentgenowska jest przede wszystkim wykorzystywana do badan naukowych w celu
okreslenia doktadnej struktur 3D roznych substancji, zwigzkow maloczasteczkowych jak 1
biomakromolekut.

Metoda ta bazuje na odzialywaniu promieniowania X z chmurami elektronowymi
poszczegolnych atomow wchodzacych w sktad badanego zwigzku. W skutek tego oddzialywania
otrzymuje si¢ obrazy dyfrakcyjne. Z pomiaru dyfraktometrycznego otrzymuje si¢ informacje o
parametrach komorki elementarnej oraz intensywno$ci wigzki odbitej (refleksow). Analizujac
otrzymane obrazy, uzyskane wskutek dyfrakcji promieni X na monokrysztatach, wyznaczona zostaje
trojwymiarowa mapa gestosci elektronowej. Analiza otrzymanej mapy dostarcza szereg przydatnych
informacji, pozwala:

wyznaczy¢ potozenie atomow W sieci krystalicznej,

wyznaczy¢ geometrie walencyjng (dtugosci wigzan 1 wartos$ci katow) oraz konformacje (katy
torsyjne),

wyznaczy¢ wewnatrz- 1 miedzyczasteczkowe oddziatywania,

obliczy¢ moment dipolowy wigzan, czasteczek,

ustali¢ konfiguracje absolutng,

wyznaczy¢ potozenie i odleglosci pomiedzy czasteczkami w sieci krystalicznej,

Y VY

YV VYV

68

Projekt wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego



UNIA EUROPEJSKA
KAPITAL LUDZKI EUROPEJSKI

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI FUNDUSZ SPOLECZNY

Projekt pn. ,,Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w Toruniu w dziedzinach matematyczno-przyrodniczych”
realizowany w ramach Poddziatania 4.1.1 Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki

Typowy eksperyment dyfrakcyjny wymaga trzech rzeczy: zrodta promieniowania
rentgenowskiego, krysztatu oraz detektora wigzek ugietych. Na nowoczesnych liniach pomiarowych
znajdziemy znacznie wiecej aparatury, np. elementy optyki (monochromatory, zwierciadla,
kolimatory, etc.), komputery, roboty, przystawki niskotemperaturowe, kamery video, mikroskopy
czy uktady zabezpieczen, ale te trzy podstawowe elementy bedg zawsze obecne.

Obiektem w badaniach strukturalnych jest monokrysztat badanego zwiazku, ktoéry musi
spetia¢ kilka waznych kryteriow. Krysztal powinien by¢ otoczony naturalnymi §ciankami, posiadac
wymiary mniejsze od $rednicy wigzki promieniowania oraz by¢ trojwymiarowy (rozmiar w kazdym
zakresie 0,2 — 0,5mm. Krysztaty o wigkszych rozmiarach mozna sprobowac przeciaé np. skalpelem,
ale nalezy robi¢ to bardzo delikatnie, zeby nie naruszy¢ struktury krysztatu. Badany krysztat
powinien by¢ trwaty w trakcie trwania calego pomiaru oraz nie moze posiada¢ zadnych pekniec.
Krysztaty, ktére sa nie trwale w temperaturze pokojowej (np. krysztaty biatkowe) powinny by¢
mierzone w niskiej temperaturze (np. pod strumieniem ciektego azotu). Krysztaty nieodporne na
wilgo¢ mozna obtoczyé w smarze, oleju parafinowym albo montowa¢ w specjalnych kapilarach.
Wyboru odpowiedniego monokrysztalty dokonuje si¢ przy uzyciu polaryzacyjnych mikroskopow.
Pomiar monokrysztatu, spetniajacego powyzsze warunki, wykonuje si¢ za pomoca dyfraktometru
rentgenowskiego (Rysunek 4.1).

Budowa typowego dyfraktometru rentgenowskiego:

1. Zrdédlo promieni rentgenowskich: generator wysokiego napigcia + lampa rentgenowska,
2. goniometru pozwalajacy doktadne ustawienie krysztatu,

3. detektora,
4

komputera sterujgcego przebiegiem pomiaru i obrobka danych.

-

kamera

lampa rtg.
parg cCcD

Rysunek 4.1 Schemat dyfraktometru rentgenowskiego.
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Kolejnym etapem po wyborze odpowiedniego do badan monokrysztatu jest jego zamocowanie
na goniometrze, ktory pozwala zmienia¢ jego orientacj¢ w trakcie montowania oraz przebiegu
pomiaru. Krysztal na gléwce goniometrycznej mozna zamontowaé rdéznymi sposobami. Zwigzki
matoczasteczkowe mozna przyklei¢ na precik szklany gléwki goniometrycznej za pomocg zywicy
chemoutwardzalnej lub lakieru. Nietrwale 1 wrazliwe substancje mozna umiesci¢ w szklanej
kapilarze lub mocowa¢ przy uzyciu oleju silikonowego lub parafinowego.

Badanie struktury biatka metoda dyfrakcji promieni rentgenowskich wymaga pojedynczego
krysztalu uformowanego z badanego materiatu. Krystalizacja biatek jest jednym z trudniejszych
etapdw rozpoczynajacych proces rozwigzywania struktury biomakromolekuty. Krysztal biatka
przeznaczony do pomiardéw dyfrakcyjnych jest z reguly jeszcze ,,dodatkowo zamrozony" w parach
ciektego azotu o temperaturze -170°C. Ma to na celu zabezpieczenie wrazliwego biatka
| towarzyszacej mu zawsze w krysztale otoczki wodne;.

Ze wzgledu na szybka destrukcje na skutek dehydratacji, krysztaly bialek wyjete z roztworu
krystalizacyjnego (macierzystego) musza by¢ natychmiast zabezpieczone przed utrata wody. Do
niedawna gléwny sposob polegal na zamknigciu ich w cienko$ciennej kapilarze szklanej
w obecno$ci kropelki roztworu macierzystego. Metody badan dyfrakcyjnych w warunkach
kriogenicznych (w bardzo niskiej temperaturze) podpowiedziaty lepszy sposéb. Krysztaty "montuje”
si¢ obecnie w malenkich petelkach z wtdkna nylonowego, ktérymi wytawia si¢ je z roztworu, po
czym petelke z krysztatem btyskawicznie umieszcza si¢ w strumieniu gazowego azotu
o0 temperaturze 100 K (-173°C). Zabieg ten powoduje witryfikacj¢ (zeszklenie) obecnej w krysztale
wody. Dzigki temu unika si¢ dyfrakcji od krysztatéw lodu oraz utrudnia wolnym rodnikom
penetracj¢ krysztatu. Korzystne w tej metodzie jest 1 to, ze 1lo§¢ roztworu pobrana wraz krysztatem
jest minimalna: tyle tylko ile potrzeba do utworzenia btonki powierzchniowej; wewnatrz petelki
(o rozmiarach utamka milimetra), w ktorej zawieszono krysztal. Problemem w tej metodzie jest
czasami obecno$¢ soli w roztworze macierzystym, ktore podczas chlodzenia moga gwaltownie
wykrystalizowa¢ uniemozliwiajac pomiary dyfrakcji od krysztatu bialka. Zapobiega si¢ temu
dodajac do roztworu macierzystego zwiazki "przeciwzamrozeniowe" zwane krioprotektantami,
podobne do ptynéw dodawanych zima do chtodnic samochodowych. Popularnymi krioprotektntami
sa np. glicerol i glikol etylenowy. Ciekawa demonstracja szkéd dokonanych w krysztale biatka przez
wolne rodniki jest obserwacja eksplozji krysztalu naswietlonego promieniowaniem rentgenowskim
w momencie wylaczenia urzadzenia chlodzacego. Eksplozja wywotlana jest gwaltownym
uwolnieniem gazow powstatych w reakcjach rodnikowych, glownie CO2 (dekarboksylacja grup
COO-) i H2 (rodnikowy rozktad wody).

Tradycyjnym zréodtem promieni Roentgena jest lampa rentgenowska, tj. rura prdézniowa,
w ktorej rozpedzone do energii kilkudziesigciu tysiecy eV elektrony bombarduja anode-tarcze
wykonang z miedzi lub z molibdenu. Energia wyhamowanych elektronéw przede wszystkim
rozgrzewa anodg, a tylko czg$¢ emitowana jest w postaci kwantow promieniowania
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elektromagnetycznego. Niewielka czg$¢ energii pochtaniana jest przez atomy tarczy, jonizujac ich
najglebsza powtoke elektronowa K. Zapehienie tej wakancji przez elektrony kolejnej powtoki wigze
si¢ z emisjag fotonu oznaczanego jako Ka. W przypadku miedzi, to charakterystyczne
promieniowanie Cu Ko ma dlugos¢ 1.5418 A, bardzo uzyteczna do badan dyfrakcyjnych
[MMo Ka) = 0.7107 A]. Problem niskiej intensywnosci takich lamp cze$ciowo rozwiagzano
konstruujac generatory z masywna wirujaca anoda.

W badaniach biokrystalograficznych korzysta si¢ jednak obecnie gtownie z promieniowania
rentgenowskiego generowanego w synchrotronach (Rysunek 4.2). Synchrotron jest cyklotronem
o $rednicy setek metrow, w ktorym po torze zamknigtym kraza elektrony z relatywistyczng
predkoscia. Synchrotrony sktadaja si¢ z pierScieniowego tunelu wypetnionego préznig. Na obwodzie
tunelu rozmieszczone sa potezne elektromagnesy tworzace pole magnetyczne, ktére wptywa na

zakrzywienie toru ruchu elektronéw. Elektrony sa wstrzyknigte z akceleratora liniowego do tunelu,
nastepnie zostaja przyspieszane. Krazace w prozni elektrony majg stalg energig, a nastgpnie ulegaja
przy$pieszeniu katowemu na skutek przelatywania przez pole magnetyczne. Zroédlem pola
magnetycznego o szerokim zakresie dlugosci fali, od mikrofal do twardego promieniowania
rentgenowskiego sg elektromagnesy zakrzywiajace.

Rysunek 4.2 a) Schemat osrodka synchrotronowego, b) Stacja pomiarowa ID14 do badan
krystalograficznych makromolekut synchrotronu ESRF w Grenoble.

Pomigdzy elektromagnesami zakrzywiajacymi w odcinkach prostoliniowych moga zostac
umieszczone dodatkowe urzadzenia (ondulatory), ktére moga wywola¢ dodatkowe przyspieszenie
katowe przelatujacych elektrondw. Zwigkszajac w ten sposob intensywno$¢ promieniowania
synchrotronowego. Otrzymujemy w ten sposob promieniowanie silniejsze niz gdy wykorzystamy
tylko magnesy zakrzywiajace.
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Do gtéwnych zalet promieniowania synchrotronowego mozna zaliczy¢:

wysoka intensywnos¢ (wiele rzedow wyzsza niz w lampach rentgenowskich),

szeroki zakres widmowy,

mozliwo$¢ dostrojenia dtugosci fali do potrzeb pomiaru,

polaryzacjg,

strukture czasowa (promieniowanie emitowane jest w "peczkach" odpowiadajacych pakietom

YV VYV VY

krazacych w pierscieniu synchrotronowym elektronow).

Najwigkszymi na $wiecie zrodlami promieniowania synchrotronowego jest osrodek APS
(Advanced Photon Source) znajdujacy si¢ pod Chicago w USA i osrodek Spring-8 lezacy niedaleko
Osaki w Japonii. Natomiast w Europie najwicksze synchrotrony znajduja si¢ w Grenoble (ESRF,
European Synchrotron Radiation Facility) i w Hamburgu (DESY, Deutches Elektronen-
Synchrotron). Réwniez Polska od 2015 roku dysponuje synchrotronem, ktory zostal wybudowany w
Krakowie przez Narodowe Centrum Promieniowania Synchrotronowego Solaris.

Wadly i zalety dyfraktometrii rentgenowskiej

W trakcie pomiaru rentgenowskiego probka badanego zwiazku nie ulega zniszczeniu, jest to
gldwng zaletg tej metody. Mozliwe jest zatem ponowne wykorzystanie probki do innych badan.
Wiele innych uzywanych metod ilosciowych i jako$ciowych powoduje zniszczenie materiatu
badanego. Jest to bardzo wazne podczas badania wyjatkowych, unikatowych materiatéw np.
medycznych lub archeologicznych.

Badania strukturalne umozliwiaja réwniez bardzo doktadne ustalenie struktury przestrzennej
badanych zwiazkoéw matoczasteczkowych jak i1 biomakromolekut. Mozliwe jest takze ustalenie
konfiguracji absolutnej zwiazkow optycznie czynnych, co jest istotng informacja dla chemika
organika. Tak naprawdg, zadna inna metoda analityczna nie daje takiej pelnej informacji odnos$nie
struktury 3D badanych zwigzkow.

Rentgenografia strukturalna ma réwniez wady. Materialem do badan musi by¢ bardzo dobrej
jakosci monokrysztat, ktore nie zawsze jest tatwy do uzyskania na drodze krystalizacji. Badany
krysztal powinien mie¢ rowniez odpowiednie wymiary, by¢ trojwymiarowy i nie moze posiadac
zadnych peknie¢. Monokrysztat powinien by¢ takze trwaty w temperaturze pokojowej i odporny na
dziatanie promieniowania rentgenowskiego. Takie ograniczenie mozna rozwigza¢ wykorzystujac
dyfraktometry z przystawkami niskotemperaturowymi.

Wada rentgenografii jest takze stosunkowo wysoki koszt i czasochtonno$¢ wykonywania
takiego pomiaru. Koszt zakupy dyfraktometr rentgenowski wynosi w granicach 100-500 tys. euro.
Czas pomiaru moze wynosi¢ od kilku godzin dla zwigzku metaloorganicznego do nawet kilku
tygodni w przypadku biomakromolekut. Rozwigzanie struktury w miar¢ prostego zwiazku jest dos¢
szybkie, podczas gdy okreslenie struktury duzych czasteczek np. biatek moze zajac do kilku tygodni.
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Bardzo powazng wada rentgenografii jest stosowanie silnego promieniowania
rentgenowskiego. Osoby pracujace przy dyfraktometrze sg na nie narazone, co moze bardzo
negatywnie wplywaé na ich zdrowie a nawet moze grozi¢ utratg zycia. Obecnie uzywane aparaty
sterowane sg przy pomocy komputera oraz wyposazone sg w specjalne ostony, ktére zatrzymuja
promieniowanie rentgenowskie. Posiadajag rowniez specjalne zabezpieczenia, dzigki ktorym nie
mozna rozpocza¢ pomiaru bez zamknigcia obudowy.

Wyklad 5: Rozwigzywanie struktur krystalicznych

W trakcie pomiaru dyfraktometrycznego promieniowanie rentgenowskie rozpraszane jest
przez elektrony. Liczba atomowa atomu rozpraszajacego oraz kat rozproszenia (20), wyrazonego
atomowym czynnikiem rozpraszania f, wptywajg na stopien tego rozproszenia. W przypadku grupy
atomow amplitude 1 faz¢ promieniowania rentgenowskiego rozpraszanego przez komorke
podstawowg wyraza si¢ za pomocg czynnika struktury:

F(nkil)= Ahkl)+ iB(hk)
dla kazdego odbicia.

Mozna go obliczy¢ za pomoca rownan:

Ahkl)=" f, -cos2ali, +hy, +1z))
B(k)=" [, -sin2x{ie; +kv; +1z,)

przy czym sumowania dokonuje si¢ po wszystkich atomach w komorce elementarnej. Fale mozna
przedstawi¢ za pomoca liczb zespolonych:

io;

A, +iB, =a;-e”’
gj - amplituda, o - kat fazowy.

Odwzorowanie to stanowi dogodny sposob przedstawienia dwoch prostopadtych sktadowych
wektora (dla 0° i 90°) w jednym réwnaniu (A jest sktadowa dla 0°, a B dla 90°).

Celem pomiaru jest uzyskanie trojwymiarowej mapy gestosci elektronowej, ktorej
interpretacja pozwala ustali¢ potozenie atomow. Aby to osiagnac nalezy wykonaé trojwymiarowe
sumowanie Fouriera. Szeregi Fouriera stosuje si¢ ze wzglgdu na mozliwos¢ wykorzystania ich do
opisu periodycznych funkcji i periodycznego rozmieszczenia rozpraszajacej materii tworzacej
krysztat. Liczbe elektronow przypadajaca na jednostke objetosci lub gestos$¢ elektronowa w danym
punkcie x,y,z oznaczong symbolem p(X,y,z), podaje wyrazenie:
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plx,v,2) =YV, > > > F(hk Jexp{— 27i(lx + kv + I2)}

VK - objetos¢ komorki elementarne;,
F(hKI) - czynnik struktury dla wskaznikow hkl.

Uwzgledniajac prawidlowos$¢ struktury i zaktadajac, ze:
sin(— x) = —sin(x) . cos(—x)=cos(x):
Fo =F iy
czg$¢ wyrazen na gestos¢ elektronowa znosi si¢ 1 otrzymujemy:

plxy.z)=(|F(000))/7, + 2/, > S |F|cos(p - )

Gdybysmy znali warto$¢ F 1 ¢ dla kazdego hkl mogliby$my obliczy¢ p dla wszystkich wartosci
x,y,z uzyskujac trojwymiarowa mapg gestosci elektronowej. Jednak dane eksperymentalne
dostarczaja tylko modutu [F| obliczonego na podstawie nat¢zenia I, nie dostarczaja natomiast fazy tej
funkcji zespolonej. Dlatego tez problem fazowy jest podstawowym problemem, jaki nalezy
rozwigza¢ w analizie strukturalnej. Istot¢ problemu fazowego obrazuje diagram Hosemanna
i Bagchiego (Rysunek 5.1).

I (b) & FF " (b) «——=—F(b)
) )

P(u) «—  p)

Rysunek 5.1 Diagram Hosemanna i Bagchiego, w ktorym I(b) oznacza nat¢zenie wiagzki ugigtej,
F(b) — czynnik struktury, P(u) — funkcja Pattersona i p(r) — gestos¢ elektronowa.

Etapy mozliwe do wykonania oznaczone s3a linig ciggla, natomiast linig przerywanag
zaznaczone s3 etapy, w ktorych wymagana jest znajomos¢ fazy czynnikoéw struktury. Rozwigzanie
problemu fazowego dla zwigzkéw matoczasteczkowych mozna znalez¢ poprzez interpretacj¢ funkcji
Pattersona P(u) lub metodami bezposrednimi. Podstawg metod bezposrednich sg oczywiste fakty, ze
gesto$¢ elektronowa w zadnym miejscu nie moze by¢ mniejsza niz zero, oraz ze ma ona rozklad
"atomowy", tj. skoncentrowana jest gldownie w rdzeniach atomowych struktury. Te proste warunki
wprowadzaja tak silne ograniczenia na zalezno$ci migdzy czynnikami struktury, Zze udaje si¢
ostatecznie wyprowadzi¢ relacje wigzace ich fazy. Wybdr jednej z metod uzalezniony jest w duzej
mierze od sktadu chemicznego analizowanego krysztalu. Funkcje Pattersona mozna stosowac
w przypadku struktur zawierajacych tzw. atomy ci¢zkie o duzej liczbie atomowe;.
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Niestety o ponad dwa rzedy wielkos$ci wigksze struktury krysztatéw makromolekut nie daja si¢
rozwigza¢ metodami bezposrednimi. Nalezato opracowa¢ inne. Pionierem na tym polu byl Max
Perutz, ktory pracujac nad strukturag hemoglobiny stworzyl w latach 50. metod¢ podstawienia
izomorficznego (MIR). W latach 60., gldéwnie dzigki pracom Michaela Rossmanna, powstala metoda
podstawienia czasteczkowego (MR). W latach 80. przyszta kolej na metod¢ dostrojonej dyfrakeji
anomalnej (MAD), kojarzong zwykle z nazwiskiem Wayne'a Hendricksona. Wszystkie trzy metody
bazuja w pewnym stopniu na funkcji Pattersona.

Rentgenowska analiza strukturalna monokrysztalow opiera si¢ na zjawisku dyfrakcji
promieniowania rentgenowskiego na krysztatach. Na podstawie obrazu dyfrakcyjnego
(Rysunek 5.2a) otrzymanego przez rozpraszanie promieni rentgenowskich na molekutach lub
atomach periodycznie utozonych w krysztale mozna obliczy¢ mape¢ rozktadu gestosci elektronowe;j
(Rysunek 5.2b). Model struktury otrzymany przez interpretacj¢ rozktadu gestosci elektronowej jest
rozbudowywany 1 udokfadniany z uzyciem danych z pomiaru dyfrakcyjnego, co pozwala na
otrzymanie doktadnej struktury badanego krysztatu.

a) b)

Rysunek 5.2 a) Przyktadowy obraz dyfrakcyjny. b) Przyktadowa mapa gestosci elektronowe;.

Proces analizy rentgenowskiej monokrysztatow mozna podzieli¢ na dwa etapy:

»  wyznaczenie parametrow komorki elementarnej, klasy Lauego, typu sieci przestrzennej
i uktadu krystalograficznego,

»  wyznaczenie potozen atoméw lub jonow w komoérce elementarnej na podstawie pomiaru i
analizy natezen promieni ugigtych (refleksow).
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Wstepny pomiar rentgenograficzny (pre-experiment) umozliwia ocen¢ jakosci wybranego do
pomiaru monokrysztatu. Jezeli jego ,,zdolno$¢ dyfrakcji” jest dobra oraz jest trwaly podczas
naswietlania promieniowaniem rentgenowskim, mozemy przej$¢ do pomiaru gtownego. Wstepny
pomiar umozliwia rOwniez poprawne zaplanowanie dalszego pomiaru. Pakiet programow CrysAlis,
ktory jest na wyposazeniu dyfraktometru, umozliwia obsluge oraz kontrole w trakcie pomiaru.
Pakiet ten sktada si¢ z dwoch programow: CrysAlisCCD, ktéry pozwala sterowaé procedurami
pomiarowymi oraz CrysAlisRED, stuzacy do redukcji danych uzyskanych z pomiaru
rentgenograficznego.

Z pomiaru dyfraktometrycznego uzyskuje si¢ parametry komorki elementarnej oraz wartosci
intensywnos$ci promieni ugi¢tych dla badanego krysztalu. Jest to zbior danych eksperymentalnych
niezbednych do rozwigzania struktury.

Pierwszy etap polega na analizie tabeli pikoéw w celu znalezienia trzech najkrotszych
wektorow liniowo niezaleznych. Wybor trzech niskokatowych reflekséw 1 poczatku wspotrzednych
umozliwia znalezienie tych wektoréw. Mozna w ten sposob zbudowa¢ komorke elementarng w sieci
odwrotnej. Nastepnie, program w tak zbudowanej przestrzeni probuje wywskaznikowaé wszystkie
uzyskane podczas pomiaru refleksy. Procedura ta moze by¢ powtarzana, program szuka nowych
trzech wektorow i ponownie przypisuje wskazniki reflekSom, az do momentu wywskaznikowania
wigkszosci z nich. Wskazniki hkl, potozenie refleksow (katy 0) oraz dlugo$¢ fali uzytego
promieniowania program uzywa do wyznaczenia parametréw komorki elementarnej.

Trojwymiarowy ksztatt refleksow zostaje odtworzony, przy pomocy procedur, ktore okreslajg
potozenie, podajg wskazniki hkl oraz mierzg zintegrowane intensywnosci refleksow wykorzystujac
udoktadniong macierz orientacji.

Kolejnym etapem jest redukcja danych, ktora polega na integracji i korekcji natezen
otrzymanych z pomiaru refleksow. Proces ten moze potrwa¢ nawet kilkadziesigt minut, uzaleznione
jest ro od mocy komputera oraz od liczby uzyskanych refleksow. Po redukcji danych otrzymujemy
plik *.hkl, ktory zawiera wskazniki refleksow, kwadraty czynnikéw struktury (F2) oraz odchylenie
standardowe dla F2. Kolejny plik (*.sum), otrzymany na tym etapie, zawiera techniczne informacje
dotyczace pomiaru, szczegdlty procesu redukcji danych a takze parametry komorki elementarne;.
Posiadajac oba pliki mozna przej$¢ do dalszych obliczen, ktore doprowadzg nas do rozwigzania
struktury.

W celu rozwigzania problemu fazowego jak i dalszego udokladnienia struktury mozna
skorzysta¢c z programoéw opracowanych przez Georgea Sheldricka. Analizy wygaszen
systematycznych oraz wyboru grupy przestrzennej dokonuje si¢ za pomoca programu XPREP (lub
GRAL - program z pakietu CrysAlis). W przypadku zwigzkéw matoczasteczkowych, do
rozwigzania problemu fazowego metodami bezposrednimi lub metodg Pattersona stosuje si¢
program SHELXS. W kolejnym etapie nast¢puje udoktadnienie struktury przy pomocy programu
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SHELXL. Pracujgc z biomakromolekutami uzywa si¢ XDS, MOSFLM oraz programy z pakietu
CCPR (SHELXC, SHELXD, SHELXE, PHASER, REFMAC). Do analizy otrzymanych wynikow w
sposoOb graficzny oraz do przygotowania rysunkow zwigzkow matoczasteczkowych stosowa¢ mozna
program XP, ORTEP, MERCURY. W przypadku makroczasteczek program COOT, PyMol oraz
RasMol.

Ogolnie proces udokladnienia struktury sklada si¢ z nastepujacych etapow:
»  zbudowanie modelu struktury ze wszystkimi atomami niewodorowymi,
»  udokladnienie struktury z izotropowymi czynnikami temperaturowymi,

»  udoktadnienie potozen atomow niewodorowych z zastosowaniem anizotropowych czynnikdéw
temperaturowych oraz lokalizacja atoméw wodoru z ré6znicowej mapy gestosci elektronowe;,

»  udokladnienie wszystkich atoméw z réznymi czynnikami temperaturowymi dla
poszczegolnych typdéw atomoéw (anizotropowymi dla atomoéw niewodorowych i izotropowymi
dla atoméw wodoru). Zazwyczaj nie udoktadnia si¢ potozen i czynnikéw temperaturowych
atomow wodoru. StoSowane sa wigzy nalozone na geometri¢ grup zawierajacych atomy
wodoru, za§ wartoSci ich czynnikow temperaturowych wigze si¢ z czynnikami
temperaturowymi atomow, z ktérymi sg zwigzane.

Wyklad 6: Walidacja i deponowanie struktury

Waznym aspektem podczas udoktadniania oraz na koniec procesu okre$lania struktury jest
ocena otrzymanego modelu. Uwage nalezy zwr6ci¢ na wartosci trzech parametrow, ktore
umozliwiajg ocene ,jakosci” struktury. Rozdzielczo$¢ d, wyrazana w A, okre$la minimalny odstep
migdzy plaszczyznami sieciowymi krysztalu poddanego promieniowaniu rentgenograficznemu.
Mozna powiedzie¢, ze rozdzielczo$§¢ obrazu dyfrakcyjnego $wiadczy o detalach jakie mozna
rozr6zni¢ na mapie gestosci elektronowej. Im wigksza warto$¢ rozdzielczosci tym mniej doktadna
mape gestosci elektronowej mozna uzyskaé. Rozdzielczo$é wieksza od 2A jest rozdzielczoécig
$rednig, natomiast przy d mniejszym od 2A méwimy o wysokiej rozdzielczosci. O rozdzielczosci
atomowej mowimy gdy d jest ponizej 1.2A, w tym przypadku na mapie gestosci elektronowej
powinny by¢ dobrze widoczne poszczegdlne atomy niewodorowe (Rysunek 6.1).
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Rysunek 6.1 Mapa gestosci elektronowej przy rozdzielczosci 1.2 A, 2 Ai3 A,

Drugim parametrem stosowanym do oceny jakosci otrzymanego modelu jest wskaznik
rozbieznosci R, ktory wyrazany jest zazwyczaj w %. Jest ,bledem wzglednym” wyliczonych
warto$ci czynnikéw struktury (Fc) w stosunku do wartosci rzeczywistych (Fo).

R =X ||Fo| - |Fc|| / Z|Fo

Poprawnie udoktadniona struktura zwigzku matoczasteczkowego powinna mie¢ R ponizej
10%, natomiast w przypadku struktur biatkowych ponizej 20%.

Dodatkowo w trakcie udoktadniania struktur biatkowych kontroluje si¢ wielko$¢ parametru
Rfree. Jest to warto$¢ wyliczona na podstawie okoto 1000 refleksow, ktore zostaty wykluczone z
udoktadnienia. Parametr ten jest doktadnie tak samo liczony jak wskaznik R. Warto$¢ Rfree pOwinna
by¢ zblizona do warto$ci parametru R.

Waznym zagadnieniem jest rowniez sprawdzenie geometrycznej poprawnosci struktury.
Geometria walencyjna (dtugosci wigzan oraz wartosci katow) powinny by¢ typowe dla struktur
biatkowych. Warto takze zwroci¢ uwage na $rednig kwadratowa (RMS — Root-Mean-Square).
Warto$¢ RMSD w przypadku dobrze udoktadnionych struktur powinna wynosi¢ 0.015-0.020 A.
Zbyt duza warto$¢ (0.03 A) lub zbyt mata (0.001 A) $wiadczy o nieprawidlowym udoktadnieniu.

Omowione parametry (R, Rfree, RMSD) nie do konca sg niezaleznymi wskaznikami stuzgcymi
do oceny modelu struktury, poniewaz sg zaangazowane w proces udoktadnienia. Analiza wykresu
zalezno$ci kata torsyjnego y (psi) od wartosci kata torsyjnego ¢ (fi) (wykres Ramachandrana -
Rysunek 6.2) pozwala na obiektywne spojrzenie na otrzymany model struktury biatka. Kat ¢ okresla
wielko$¢ rotacji w tancuchu glownym przy wiagzaniu peptydowym migdzy N i Ca. Natomiast, kat y
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jest mierzony migdzy Ca 1 C karbonylowym. Na wykresie zaznaczone sa kolorem czerwonym i
zottym regiony o dozwolonej konformacji aminokwaséw, natomiast w biatych obszarach znajduja
si¢ aminokwasy o niedozwolonej konformacji.

Wykres Ramachandrana dotyczy uprzywilejowanych lub dozwolonych (i niedozwolonych)
regionow konformacyjnych aminokwaséw dla dowolnej struktury przestrzennej biatka (wszystkie
aminokwasy z wyjatkiem glicyny i proliny). Poprawnie udokladniony model biatka powinien
posiada¢ co najmniej 90% reszt aminokwasowych w dozwolonych regionach. Katy torsyjne ¢ i y
nie s3 uwzgledniane podczas procesu udoktadniania dlatego sg obiektywnym kryterium geometrii.

PROCHECK

Ramachandran Plot
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Phi (degrees)
Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 349 819%
Residues in additional allowed regions [a,b,,p] 48 121%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1~p] o 0.0%
Residues in disallowed regions o 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues ;9“7 ](;0‘(-);?0
Number of end-residues (excl. Gly and Proy 4
Number of glycine residues (shown as triangles) 37
Number of proline residues 18

Rysunek 6.2 Przyktadowy wykres Ramachandrana.

W  ostatnim etapie otrzymany model struktury zwigzku matoczasteczkowego lub
biomakromolekulu jest weryfikowany przy pomocy specjalnych programow. Do oceny jakosci
struktur zwigzkow matoczasteczkowych stosuje si¢ program CIFCHECK, natomiast dla struktur
biatkowych uzy¢ mozna programu PROCHECK.
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Plik CIF (Crystallographic Information File) jest typowym plikiem tekstowym oraz
graficznym zawierajacym wszystkie dane krystalograficzne (informacj¢ dotyczace pomiaru oraz
rozwigzanej struktury. Plik ten zlozony jest z kilku czgsci. W pierwszej czesSci znajduja sie
techniczne informacje dotyczace pomiaru, dane 0 zastosowanych metodach i programach
stosowanych do zbierania danych, redukcji danych, sposéb przeprowadzenia korekcji absorpcji. Tu
roOwniez zapisane sg informacj¢ odnos$nie sposobu i programu uzytego do rozwigzania problemu
fazowego oraz do udoktadnienia struktury.

W dalszej czgéci znajdziemy parametry Kkomorki elementarnej, rodzaj ukladu
krystalograficznego oraz symbol grupy przestrzennej. Kolejnym fragment zawiera dane na temat
upakowania czasteczek badanego zwigzku w strukturze oraz opis budowy poszczegoélnych
elementow z uwzglednieniem wystepujacej symetrii. Znajdziemy tu roéwniez opis geometrii
walencyjnej (dlugos$ci wigzan, katy walencyjne), informacje o konformacji (katy torsyjne) oraz
parametry wewnatrz- 1 miedzyczasteczkowych oddziatywan (np. wigzan wodorowych).

Dane o strukturze przestrzennej zwigzkow matoczasteczkowych oraz biomakromolekut
znajduja sie w specjalistycznych bazach, ktore sg ogdlnodostepne w Internecie lub nalezy za nie
zaptaci¢. Bazy PDB (Protein Data Bank) oraz CSD (Cambridge Structure Database) sa najbardziej
znanymi i najczesciej uzywanymi tego typu bazami.

Protein Data Bank

Protein Data Bank (PDB) jest darmowg, ogdlnodostepng bazg zawierajaca dane o strukturze
przestrzennej biomakromolekut. Utworzona zostata w Brookhaven National Laboratories. Aktualnie
obstugiwana jest przez The Research Collaboratory for Structural Bioinformatics.

Obecnie baza PDB zawiera 116258 struktur 3D biatek, weglowodandéw, kwasow
nukleinowych oraz innych makromolekut. Struktury te zostaty okreslone metoda krystalograficzng
lub technika NMR. W bazie mozna rowniez znalez¢ wspotrzedne atomow, przesunigcia chemiczne,
metode 1 warunki krystalizacji, doktadne dane dotyczace pomiarow oraz dane literaturowe.

Baza PDB oraz wszystkie zawarte w niej dane dostgpne s3g przez stron¢ internetowa
www.rcsb.org (link aktywny styczen 2014).

Wszystkie struktury (rekordy) znajdujace si¢ w bazie maja nadany alfanumeryczny kod
stuzacy do ich szybkiej identyfikacji. Na kod PDB skladajg si¢ cztery symbole, utworzone z zbioru
cyfr od 0 do 9 i zbioru duzych liter A-Z. Niektore, starsze kody utworzone zostaly od nazwy
zwyczajowej struktury.

Cata informacja krystalograficzna znajduje si¢ w pliku o rozszerzeniu pdb. Uwzgledniajac
rézne typy informacji, plik PDB mozna podzieli¢ na kilka sektorow.

»  czes$C tytutlowa: zawiera opis przeprowadzonego eksperymentu oraz opis biomakroczasteczki,
»  struktura pierwszorzedowa: okresla kolejnos¢ utozenia reszt aminokwasowych w tancuchu
makroczasteczki,
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»  hetero gen: opisuje niestandardowe reszty, takie jak grupy prostetyczne, inhibitory, aktywatory
czy jony,

»  struktura drugorzedowa (alfa helisy i beta kartki): identyfikuje pozycje¢ helis alfa w czasteczce,
przypisuje im nazwy oraz numery; zaznaczone zostajg poczatkowe i koncowe reszty, oraz
catkowitg dtugos¢ helisy; identyfikuje kartki beta w sposob analogiczny jak helisy,

»  wigzania chemiczne:  wypisuje  wszystkie  mostki  disiarczkowe w  bialkach
i polipeptydach; charakteryzuje proliny i inne biatka znajdujace si¢ w konformacji cis,

»  krystalografia i transformacja wspotrzgdnych: opisuje np. parametry komorki elementarnej,
grupe przestrzenng i wartos¢ Z,

»  wspotrzedne atomow: zawiera numer porzagdkowy modelu w przypadku struktur zlozonych;
prezentuje wspotrzedne atomoéw reszt standardowych i niestandardowych; anizotropowy
czynnik temperaturowy,

»  cze$¢ podsumowujaca: zawiera listg liczb linii poswigconych poszczegdlnym rekordom,

»  END Oznacza ostatni wiersz pliku.

PDB udostgpnia roéwniez program RasMol, stuzacy do wizualizacji przestrzennej czasteczek.
Dysponuje narzedziami umozliwiajgcymi przedstawienie czasteczek w roznych formach
przestrzennych, jak i zaznaczanie wybranych elementow. Program ten moze rowniez analizowaé
niespojnosci w zbiorze danych pliku PDB, korzysta tez z metody regut chemicznych w celu
okreslenia niektorych miejsc czasteczki, takich jak mostki dwusiarczkowi.

Baza CSD

CSD (Cambridge Structural Database) jest glownym produktem CCDC (Cambridge
Crystallographic Data Centre). Baza CSD zawiera informacje strukturalne i bibliograficzne
pochodzace z badan krysztatow organicznych, metaloogranicznych i zwigzkéw kompleksowych
z ligandami organicznymi, metodami dyfrakcji promieni Rentgena i neutronowych. Co rok baza
uzupehniana jest o dane dla nowych struktur. Graficzng wersj¢ bazy CSD obstuguja programy:

»  ConQuest - przeszukiwanie bazy,

»  IsoStar - ulatwia szybkie poszukiwanie i ocen¢ oddzialywan miedzyczasteczkowych, bez
koniecznosci konstruowania skomplikowanych zapytan lub przeprowadzi¢ szczegotowe
analizy danych.

»  Mercury - wizualizacja 3D struktur oraz danych z analizy statystycznej wykonanej w bazie
CSD.

»  Mogul - zapewnia precyzyjne informacje na temat preferowanych molekularnych geometrii,
umozliwiajac dostep do milionéw chemicznie sklasyfikowanych dlugos$ci wigzan, katow
walencyjnych, katow torsyjnych czy konformacji pierscienia, dane te pochodza z CSD.

»  PreQuest - tworzenie wlasnych baz danych strukturalnych.
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Wyniki przeszukiwania bazy danych zapisywane sa w plikach — na przyklad jako *.PDF.
Kazdy z plikdw zawiera podstawowe informacje o wyszukanych zwigzkach — takie jak: nazwa
z bazy, kod z bazy, nazwa systematyczna zwigzku, ilo$¢ czasteczek w czesci niezaleznej zwigzku,
autorzy publikacji, informacje o czasopiSmie, w ktorym ukazaty si¢ wyniki pomiaréw, rozmiar
1 objetos¢ komorki elementarnej, grupa przestrzenna w ktorej krystalizuje dany zwigzek,
wspotrzedne potozenia poszczegdlnych atomow, czy tez wlasciwosci chemiczne 1 wykorzystanie
danego zwigzku.

Baza ICSD

Nieorganiczna baza danych (Inorganic Crystal Structure Database) — zawiera wszystkie
struktury zwigzkéw nieorganicznych, ze wspotrzgdnymi atoméw, publikowane od roku 1913.
Korzystajac z oprogramowania bazy ICSD, mamy mozliwo$¢ wyszukiwania interesujacych nas
zwiazkow nieorganicznych i uzyskiwania o nich informacji zawartych w bazie.

Wyklad 7: Wizualizacja struktur bialkowych oraz maloczasteczkowych

Wizualizacja struktur 3D biatek i zwigzkéw matoczasteczkowych (ligandéw) odgrywa istotng
rolg w analizie funkcji i aktywno$ci ztozonych biomakromolekut. Programy do wizualizacji
umozliwiajg graficzne przedstawienie ztozonej, wewnetrznej struktury biatek.

Zazwyczaj rysunki struktur zwigzkéw matoczasteczkowych przedstawi¢ mozna za pomoca
jednego z programéw PLUTO lub ORTEP. Rysunek 7.1 przestawia czasteczke kompleksu platyny
(I) przy uzyciu programu ORTEP. Atomy zawsze maja ksztalt elipsoid, co wynika z ich drgan
termicznych w sieci krystalicznej. Wielkos¢ elipsoid powinna by¢ proporcjonalnie zblizona do
rzeczywistej wielkosci atomu.
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Rysunek 7.1 Typowy rysunek struktury utworzony w programie ORTEP.
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W programach do wizualizacji maja szeroka game¢ roznych przydatnych funkcji. Model
struktury badanego zwigzku mozna oglada¢ w 3D, obraca¢ go na ekranie komputera i ogladac
czasteczke z kazdej strony. Mozna narysowaé calg komorke elementarng lub interesujacy nas
fragment, zmierzy¢ dlugosci wiagzan oraz wartosci katow walencyjnych oraz torsyjnych itd.

Rowniez czgsto uzywanym do wizualizacji ligandéw jest program Mercury, ktorego
podstawowa wersja do celow edukacyjnych dostgpna jest za darmo, mozna jg znalez¢ na stronie:
http://www.ccdc.cam.ac.uk/mercury/ (link aktywny styczen 2014).

Rysunek 7.2 Struktura krystaliczna przyktadowego zwigzku matoczasteczkowego: a) pojedyncza
molekuta, b) komoérka elementarna, ¢) utozenie czasteczek w krysztale (program Mercury).

Zbiory wejsciowe uzywane do pracy z programem Mercury maja rozszerzenie cif, res, pdb.
Pliki te zawieraja pelng informacj¢ krystalograficzna, informacje o potozeniu atomow, geometrii
walencyjnej i konformacji. Wczytujac odpowiedni plik na ekranie komputera wy$wietlona zostaje
czasteczka zwigzku (Rysunek 7.2a).

W podstawowej wersji programu mozna zmierzy¢ dlugo$¢ wigzan, katow walencyjnych i
torsyjnych oraz katy mig¢dzyptaszczyznowe. Mozna wyswietli¢ krotkie kontakty miedzyatomowe
oraz wigzania wodorowe. Program umozliwia takze analize¢ upakowania czgsteczek w komorce
elementarnej oraz w sieci krystalicznej (Rysunek 7.2b). Mozemy roéwniez rozszerzaé¢ upakowanie
czasteczek W wybranych kierunkach o okre$lony odcinek translacyjny (Rysunek 7.2c).

Ciekawg opcja dostgpna w programie jest mozliwos$¢ analizowania kilku struktur jednoczesnie
(Multiple Structures), co utatwia ich porownywanie. Mozna takze nakltada¢ czasteczki réznych
zwiagzkoéw, co pozwala poréwnac ich budowe 1 konformacjg.
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Pracujac w programie Marcury efekty naszej pracy mozna zapisa¢ W postaci ,,sesji’” jako plik z
rozszerzeniem mryx. Program umozliwia rowniez wygenerowanie plikow graficznych (jpg, tif).

Do wizualizacji zlozonych czgsteczek biomakromolekut (receptoréw, komplekséw biatko-
ligand) mozna uzy¢ rézne programy np. PyMol, RasMol lub Swiss-PDBViewer. Analiza struktury
przestrzennej biatka przy pomocy programoéw graficznych dostarcza naukowcom wielu cennych
informacji. Uzywajac takich programow strukture przestrzenng (3D) biatka mozna przedstawi¢ w
r6zny sposob (Rysunek 7.3).

Rysunek 7.3 Roézne sposoby wizualizacji struktury przestrzennej biatka: a) powierzchnia dostgpna
dla $rodowiska wodnego, b) model pelnoatomowy, €) schematyczny rysunek elementow struktury
drugorzgdowej, d) reprezentacja samych atomow Ca.

Program RasMol jest graficznym programem komputerowy, stuzacy do wizualizacji zaré6wno
czgsteczek biatek jaki i kwasow nukleinowych i matych czgsteczek. RasMol jest wartosciowym
programem wykorzystywanym przez biologdéw, biochemikow oraz krystalograféw. Jest programem
darmowym, dostgpnym na stronie: http://www.umass.edu/microbio/rasmol/getras.htm  (link
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aktywny: styczen 2014). Przy uzyciu tego programu mozemy przedstawié czasteczke w réznych
formach przestrzennych, w réznym ulozeniu, zaznaczy¢ konkretne atomy, grupy atoméw, mostki
disiarczkowe, wigzania wodorowe.

Omawiany program nie posiada biblioteki struktur, mozemy w nim jedynie odtwarza¢ gotowe
modele struktur, ktére mozna znalez¢ w roznych darmowych bazach. Ponizej znajduje si¢ kilka
linkéw do baz nie tylko z danymi strukturalnymi:

»  http://www.sci.ouc.bc.ca/chem/molecule/molecule.html (link aktywny: styczen 2014) (baza
zawierajaca okolo 1250 zwigzkdéw posegregowanych tematycznie np. aldehydy, aromatyczne,
leki, witaminy itp).

»  http://mc2.cchem.berkeley.edu/Smells/ (link aktywny: styczen 2014) (baza zwigzkoéw
zapachowych),

»  http://www.nyu.edu/pages/mathmol/library/ (link aktywny: styczen 2014),

»  http://www.rcsb.org/pdb/ (link aktywny: styczen 2014) (baza biomakromolekut, Protein Data
Bank).

Program PyMol jest kolejnym narzgdziem uzywanym do wizualizacji molekut biatek, kwasow
nukleinowych jak i matych czgsteczek (ligandow). Przyktadowy prezentacja czasteczki biatka
wykonana przy pomocy tego programu znajduje si¢ na Rysunku 7.4. Jest to najczgSciej uzywany
program graficzny do wizualizacji biomakroczasteczek, jego podstawowa wersja jest darmowa
(www.pymol.org link aktywny: styczen 2014). Umozliwia analiz¢ danych strukturalnych oraz
wizualizacj¢ otrzymanych modeli. PyMol posiada wiele ciekawych i przydatnych funkcji 1 warto si¢
z nim zapoznac.

1GDJ

e Ttoszare

e tancuch gtéwny —kolor wg struktury

¢ Grupa hemowa — stiks

e Atom zelaza — promien 1.2A

e Wyrdznione tancuchy boczne
aminokwaséw w promieniu 6.0 A od
hemu

o Tylko reszty hydrofobowe w postaci
26ttych kulek

Rysunek 7.4 Przyktad wizualizacji 1GDJ w programie PyMol.
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Kolejny program warty wspomnienia to Swiss-PdbViewer (http://spdbv.vital-it.ch/ link
aktywny: styczen 2014), ktéory pozwala na ogladanie struktur tréjwymiarowych. Przyktadowa

wizualizacja przy pomocy tego programu znajduje si¢ na Rysunku 7.5. Program jest latwy w
obstudze, umozliwia tez jednoczesng prace z wieloma strukturami.

5RSA

e Tto biate

e tancuch gtéwny —kolor b-struktury
niebieskie, helisy jasnoniebieskie

o (Czasteczki wody (DOD — ciezka woda)

e Ligand jon PO, ( [PO4])

s Wyroznione fancuchy boczne
aminokwasow w promieniu 6.0 A od
[PO4]

e Tylko reszty polarne - GreenBlue

e Reszty dodatnie - Green

Rysunek 7.5 Przyktad wizualizacji 1GDJ w programie Swiss-PDB-Viewer.
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Wyklad 8: Dokowanie ligandow do receptora

Dokowanie molekularne jest modelowaniem molekularnym, ktére umozliwia okreslenie
optymalnego (o najnizszej energii) umiejscowienia czgsteczki liganda w strukturze receptora. Dzigki
dokowaniu mozna przewidzie¢ sposoby mig¢dzyczasteczkowych oddziatywan oraz powinowactwo
do wigzania w uktadzie ligand-biatko. Technika ta odgrywa istotng rol¢ w procesie projektowania
czasteczek lekow, jednak warunkiem koniecznym jest posiadanie strukturalnej bazy ligandow.
Proces ten jest alternatywa dla eksperymentalnych metod, umozliwia wybranie z pos$rod duzej grupy
potencjalnych lekow te ktore beda testowane w laboratoriach.

Celem dokowania molekularnego jest znalezienie potozenia i konformacji liganda w centrum
aktywnym enzymu. Z reguly dokowaniu do czasteczki receptora poddaje si¢ kilkanascie a nawet
kilkadziesigt ligandow. Tak duza liczba zwigzkéw do przetestowania wymusza zastosowania
pewnego kompromisu miedzy dokladnos$cia, a szybkos$ciag wigzania. W ten sposob mozna znalez¢
czasteczki, ktore najsilniej oddziatujg z badanym biatkiem.

Przygotowanie ukladu

W optymalnej sytuacji proces dokowania wymaga znajomosci kompletnej struktury receptora
oraz umiejscowienia i budowy centrum aktywnego. Informacja ta pozwala doktadnie sprecyzowaé
obszar receptora, ktory powinien oddzialywal z czasteczkg liganda. Potrzebna jest réwniez
strukturalna baza potencjalnych ligandow.

Waznym aspektem jest rOwniez analiza miejsca wigzgcego. Powinno si¢ zwroci¢ uwage na
grupy donorowe i akceptorowe dla wigzan wodorowych. Dwudodatnie jony metali czgsto wystgpuja
w centrach wigzacych receptorow, jesli zostawimy je podczas dokowanie, musimy zadba¢ o ich
poprawng parametryzacje¢ (przypisanie wlasciwego tadunku).

Rowniez czasteczki wody petnig istotng role w miejscu wigzacym, mogg braé¢ udzial w
,mostkowaniu” wigzan wodorowych, dlatego warto je uwzgledni¢ jako element centrum aktywnego
w trakcie dokowania. Je$li znamy aminokwasy, ktore mogg tworzy¢ miejsce wigzace warto jest
zdefiniowa¢ wiezy farmakoforyczne. Pozwalaja one wskaza¢ miejsca, w ktorym powinien zostaé
umieszczony okreslony fragment molekuty (np. donor wigzania wodorowego). Ligandy uzywane do
dokowania powinny by¢ rowniez odpowiednio przygotowane, potrzebujemy pelnoatomowa
strukture oraz atomy powinny mie¢ przypisany wlasciwy tadunek.

Procedura dokowania
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Procedura dokowania liganda do czasteczki receptora sktada si¢ z dwoch gldownych etapow:
probkowania i oceny punktowej. Pierwszy etap: probkowanie przestrzeni dokowania ligand-receptor
polega na analizie r6znych konformacji badanych ligandow w centrum aktywnym receptora. Jest to
mozliwe dzigki przeprowadzeniu probkowania konformacji liganda jak i elastycznosci czasteczki
biatka.

Drugim etapem jest ocena punktowa, ktora polega na weryfikacji 1 punktowaniu
powinowactwa do wigzania poszczegolnych konformacji liganda. Pozwala to stworzy¢ liste
ligandéw w kolejnosci od najmniejszego do najwigkszego wyliczonego powinowactwa. Utozenie i
konformacja najwyzej ocenionego zwigzku okresla preferowany sposéb wigzania w uktadzie ligand-
biatko.

Metody dokowania

Mozna wyr6ézni¢ dwie metody dokowania: dokowanie oparte na probkowaniu
konformacyjnym liganda oraz probkowaniu konformacyjnym receptora.

Procedura modelowania w oparciu o konformacje liganda polega na dopasowaniu struktury
liganda oraz centrum aktywnego w czasteczce biatka, algorytmy stochastyczne lub poszukiwanie
systematyczne. W probkowaniu konformacji receptora mozna zastosowac roézne algorytmy: mickkie
dokowanie, relaksacj¢ molekularng, probkowanie konformacyjne tancuchow bocznych Iub z
udziatem r6znych konformeréw biatka.

Jako funkcje oceniajace stosowane sg algorytmy o charakterze doswiadczalnym, oparte na
wiedzy, badz wykorzystujace pola sit mechaniki molekularne;.

Probkowanie liganda

W najlatwiejszej metodzie dokowania opartej na probkowaniu ligandow dopasowuje centrum
aktywne w receptorze i powierzchnie molekularne dokowanych czasteczek. Metoda ta posiada wady
1 zalety. Prostota i wydajno$¢ obliczeniowa jest duza zaleta tej metody. Wada jest sztywna
konformacja badanego liganda w trakcie jego dopasowania do ksztaltu miejsca wigzacego.

Inna metoda polega na systematycznym poszukiwania. Umozliwia tworzenie wszystkich
mozliwych konformacji liganda, w trakcie oddziatywania z biatkiem, uwzgledniajg jego wszystkie
stopnie swobody. Mozna tego dokona¢ przez systematyczng rotacje wszystkich mozliwych do
rotowania wigzan liganda. Trzeba jednak pamigtaé, ze zastosowanie takiego algorytmu generuje
duza liczbe kombinacji do przeanalizowania. Mozna upora¢ si¢ z tym problemem nakladajac w
etapach poczatkowych wiezy na niektore wigzania w czasteczce liganda, ktére sg zdolne do rotacji.
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W metodzie systematycznego poszukiwania mozna zastosowa¢ roéwniez procedure tzw.
fragmentacji. Umozliwia ona podzielenie liganda na kilka sztywnych fragmentéw, ktére sa
dopasowywane w roéznych konformacjach do centrum aktywnego czasteczki biatka. Ligandy
przytaczane sg kowalencyjnie co skutkuje utworzeniem wyjatkowych utozen liganda.

Kolejny algorytm probkowania wykorzystuje wczesniej przygotowane sztywne konformacje
liganda.

W metodzie probkowania ligandéw mozna réwniez wykorzystaé¢ algorytmy stochastyczne.
Algorytm ten polega na przypadkowych zmianach w konformacyjnej, translacyjnej oraz rotacyjnej
przestrzeni czasteczek ligandow. Wprowadzone zmiany sg odrzucane lub akceptowane na podstawie
kryterium probabilistycznego. Algorytmy stochastyczne wykorzystywane sa3 w wielu metodach,
metodzie Monte Carlo, optymalizacj¢ wieloczasteczkowg lub algorytm ewolucyjny.

Probkowanie enzymu bialkowego

W biatku po zwigzaniu czasteczki liganda moze zaj$¢ duzo konformacyjnych zmian. Moga to
by¢ tylko niewielkie zmiany w tancuchach bocznych biatka ale rowniez zmiany obejmujace ruch
wickszych fragmentow czasteczek biatka (domen). Biatka sg bardzo duzymi i elastycznymi
molekutami, dlatego posiadaja duza liczbe stopni swobody. Jest to trudne do uwzglednienia w
procesie dokowania.

Metoda ,,miekkiego dokowania” jest podstawowag metoda probkowania opartego na
probkowaniu przestrzeni konformacyjnej receptora. Metoda ta pozwala na niewielkie nakladanie si¢
struktury liganda i biatka. Jest to wydajna obliczeniowo i tatwa do wdrozenia. Zapobiega konfliktom
sterycznym a jednocze$nie zachowuje okreslone ulozenie ligandéw, ktore moze okazaé sig
ulozeniem prawidtowym - jest to zaleta tej metody. Jednak, migkkie dokowanie moze dostarczy¢
wigkszej liczby niepoprawnych utozen liganda, ktore zostaty zaakceptowane we wstgpnym etapie.

Inng metoda jest technika probkowania konformacyjnego tancuchéw bocznych. Szkielet
czasteczki biatka pozostaje sztywny, natomiast tancuchy boczne ulegaja rotacjom. Na poczatku
metoda ta wykorzystywata bazy rotameréw bocznych tancuchow biatkowych 1 korzystata z
algorytmow, dzigki ktorym proponowane byly rézne kombinacje utozenia liganda i konformerow
tancuchéw bocznych.

Obecnie uwzgledniana jest ciaggla lub cze$ciowa elastyczno$¢ tancuchow bocznych. Metoda ta
moze bazowaé na algorytmie genetycznym, w ktorym wykorzystuje si¢ obserwowane
doswiadczalnie konformacje badanego biatka oraz catkowita gigtkos¢ liganda. Technika ta
wykorzystuje metod¢ Simulated Annealing (symulowane wyzarzanie). To rodzaj algorytmu
przeszukujacego przestrzen przypadkowych zmian konformacji tancuchéw bocznych w celu
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wyszukania najlepszego rozwigzania. Wykorzystywana jest rOwniez hipoteza, ze mate rotacje katow
torsyjnych (okoto 30°) sa uprzywilejowane w stosunku do rotacji o wickszy kat.

Podsumowujac, probkowanie konformacyjne tancuchow bocznych jest niewystarczajace do
modelowania duzych zmian w konformacji, poniewaz nie uwzglgdnia elastycznosci gtownego
szkieletu biatkowego. Natomiast, dos¢ dobrze modeluje niewielkie zmiany.

Alternatywa dla metody probkowania konformacyjnego tancuchéw bocznych jest relaksacja
molekularna. Pozwala ona na modelowanie rowniez wigkszych fragmentéw, domen biatka w
przeciwienstwie do wyzej omowionej metody. Metoda ta polega na dopasowaniu sztywnego liganda
do centrum aktywnego enzymu, a nastgpnie atomy gltownego szkieletu, tancuchy boczne oraz
otoczenie centrum aktywnego, w celu okreslenia rownowagi konformacyjnej, sa poddane relaksacji.
Podczas relaksacji stosowana jest symulacja dynamiki molekularnej lub Monte Carlo, ktoéra
umozliwia rozszerzenie probkowania przestrzeni konformacyjnej. Mozna w ten sposob
wyeliminowac¢ steryczne kolizje wynikajace z zastosowania sztywnej czasteczki liganda. Omawiana
metoda wykazuje wigksze wymagania w doborze funkcji oceniajacych oraz jest bardziej kosztowna
obliczeniowo.

Probkowanie z udzialem wielu konformacji biatka jest kolejng, warta omowienia metoda.
Pozwala ona na modelowanie elastycznosci czasteczki biatka z wykorzystaniem wielu struktur w
roznych konformacjach. Analizowane moga by¢ struktury krystalograficzne, pozyskane technika
NMR, a takze uzyskane metoda symulacji dynamiki molekularnej, Monte Carlo czy Simulated
Annealing. Metoda ta jest chetnie stosowana ze wzgledu na poszerzenie przestrzeni konformacyjne;j
dla czasteczkowego rozpoznania zwigzkdw matoczasteczkowych.  Natomiast jej wadg jest
obowigzkowe, oddzielne dokowanie dla poszczegdlnych konformeréw biatka, co jest bardzo
czasochtonne. Mozna rozwigza¢ ten problem, nakladajac na siebie poszczegélne konformery,
poOzniej sg one scalane w jeden obiekt, wykorzystujac go do pojedynczej symulacji.

Funkcje oceniajace

Znane s trzy rézne grupy funkcji oceniajacych. Jako pierwsze zostang omowione empiryczne
funkcje oceniajace, w ktorych wazone doswiadczalnie czlony energii zostajg zsumowane. Stosowane
sg takie wagi poszczegdlnych cztonow, ktore beda odtwarzaty powinowactwo do wigzania ligandow
ze zbioru testowego. Kolejna metoda oparta na wiedzy, zaklada, ze migdzyczasteczkowe
oddziatywania, ktore czesto obserwowane sg3 w kompleksach (ligand-biatko) w strukturalnych
bazach danych moga sprzyja¢ tworzeniu tego kompleksu. Trzecia metoda wykorzystuje pola sitowe
mechaniki molekularnej. Algorytm w tej metodzie opiera si¢ na sumowaniu energii oddziatywania
pomiedzy czasteczkg bialka a ligandem 1 zmiany energii wewnetrznej liganda, wywotane
naprezeniem sterycznym podczas oddzialywania z receptorem.
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Oprogramowanie

Obecnie znana jest szeroka gama mozliwych do wykorzystania programéw. Programy do
dokowania s3 zaré6wno komercyjne jaki i dostgpne za darmo. Do najczgsciej uzywanych
i rekomendowanych mozna zaliczyé: Autodock, Autodock Vina, DOCK, DockVision, GOLD,
Glide, ICM, FlexX, FRED, PSI-DOCK. Wymienione tu programy sa tylko przyktadami,
w Internecie mozna znalez¢ wiele innych z doktadnymi instrukcjami postepowania w trakcie
dokowania.
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