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Wstep

Biologia strukturalna bada strukture przestrzenng makromolekul biologicznych,
gléwnie biatek i kwaséw nukleinowych, w celu zrozumienia, a by¢ moze i regulacji, funk-
cjonowania molekut zycia. Ze wzgledu na ogromne rozmiary i gietkos§¢ tych molekut-
olbrzyméw, ich struktury 3D jeszcze do niedawna nie mozna byto przewidzie¢ ab initio.
Problem ,$ciezki zwijania” bialek pozostanie jeszcze dlugo nierozwiazany, chyba ze
pomogg go ztamac komputery kwantowe.

Swoje poczatki w polowie XX. wieku wiaze biologia strukturalna z krystalografia
rentgenowska, z ktéra przez wiele dekad byla utozsamiana. Metoda krystalograficzna
polega na badaniu struktury otrzymanego w postaci krysztatu materiatu biologicznego
za pomoca dyfrakcji promieni X. W latach 80. ubieglego wieku pewne wsparcie ekspery-
mentalne przyszlo ze strony jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) umozliwia-
jacego badania struktury biatek w roztworze, ale prawdziwy przetom nastapit dopiero
w ostatniej dekadzie wraz z rozwojem wysokorozdzielczej kriomikroskopii elektronowe;j
(cryo-EM), pozwalajacej na bezpos$rednie obrazowanie makromolekul z rozdzielczo$cia
niemal atomowa. Protein Data Bank (PDB), kt6ry od 1971 roku gromadzi wyznaczone
doswiadczalnie struktury makromolekutl, poczatkowo odnotowywat kilka, najwyzej kilka-
dziesiat nowych struktur rocznie (ryc. 1). W polowie lat 90. nastapila prawdziwa ,eks-
plozja” zasobéw PDB, zwiazana z trzema czynnikami: (i) rozwojem biotechnologii,
(i) rozwojem technologii bardzo wydajnych komputeréw osobistych oraz, przede
wszystkim, (iii) z powszechnym zastosowaniem poteznych synchrotronowych Zrédet
promieniowania X. Postep techniczny poszed! jednak dalej i dzi$§ dysponujemy réwniez
laserami rentgenowskimi na swobodnych elektronach (XFEL), ktérych promieniowanie
ma wprost niewyobrazalna jasno$¢. Umozliwia to skrécenie czasu naswietlania do kilku-
nastu femtosekund oraz badanie krysztaléw o wymiarach ~100 nanometréw, a nawet
pojedynczych makromolekul. Wszystko to sprawia, ze w PDB jest zdeponowanych obec-
nie ponad 210 tys. wyznaczonych do§wiadczalnie struktur makromolekul, a roczny przy-
rost siega 15 tys.
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Ryc. 1. Rozwdj Banku Struktur Biatkowych (Protein Data Bank, PDB) (Zrédto: wwPDB)
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Wiele z tych struktur, jak np. biatka wirusa HIV czy SARS-CoV-2, ma ogromne znaczenie
medyczne, gdyz na ich podstawie skutecznie projektuje sie leki nowej generacji.

Obok prawdziwej rewolucji na polu do§wiadczalnym, w ostatnim czasie nastapit tez
przetom w metodach przewidywania tréjwymiarowej struktury biatek (3D) na podstawie
ich sekwencji, tj. informacji jednowymiarowej (1D). Stalo sie to mozliwe dzieki algoryt-
mom glebokiego uczenia maszynowego, ktére wytrenowano pod katem rozpoznawania
w sekwencjach bialek wzorcéw strukturalnych. Nie jest to co prawda jeszcze rozwia-
zanie problemu $ciezki zwijania, a dla zupeklnie nowych sekwencji wynik nie jest w pelni
wiarygodny; niemniej dla latwiejszych probleméw sztuczna inteligencja (AI) potrafi
znalezZé poprawne rozwiazanie blyskawicznie. Dostepny powszechnie serwer AlphaFold
zaproponowal juz strukture dla setek milionéw biatek. Inny serwer obiecuje niebawem
miliard struktur, cho¢ wydaje sie, ze taka numerologiczna sztuka dla sztuki traci juz
sens.

Wymiary w §wiecie atoméw, molekul i makromolekul

W $wiecie atoméw i molekut obowiazuje specjalna miara dtugosci: 1 angstrem (A),
czyli stumilionowa cze$¢ centymetra, 1A = 10°° cm. Choc angstrem nie nalezy do syste-
mu S, jest przez ten system akceptowany, gdyz znakomicie upraszcza poruszanie sie
w $wiecie atoméw i molekul. Odleglo$ci miedzy atomami zwigzanymi w molekulach,
a wiec dtugosci wiazari chemicznych, sa bowiem rzedu 1-2 A. Na przyktad dtugosc wia-
zania peptydowego OC—N, laczacego reszty aminokwasowe w laricuchy biatkowe,
wynosi 1,33 A.

To, ze wigzania chemiczne s3 tak krétkie, nie oznacza jednak, ze molekuly zycia,
stusznie nazywane makromolekutami lub molekutami-olbrzymami, sa ,,mikroskopijne”.
Tak nie jest, gdyz makromolekuly biologiczne, gtéwnie biatka i kwasy nukleinowe, zbu-
dowane sa z wielu tysiecy, czasem nawet wielu milionéw, atoméw i mogg osiagaé wy-
miary liniowe (dtugo$c) dostepne naszym zmystom. Na przyktad liniowy taricuch biatka
zlozonego z potaczonych wigzaniami peptydowymi 2000 reszt aminokwasowych miathy
po rozciagnieciu dlugo$¢ 0,7 mikrona — do zmierzenia w warsztacie mechanicznym.
Jeszcze dluzsze sa zbudowane z nukleotydéw taricuchy kwaséw nukleinowych. Genom
ludzki zawiera ponad 3,1 mld par zasad. Odleglo$c par zasad w kanonicznej strukturze
B-DNA wynosi 3,4 A. Tak wiec dlugo$¢ podwéjnej helisy DNA kodujacej nasz genom
to ponad 1 m. Poniewaz w kazdej komérce somatycznej mamy dwa garnitury chromo-
somoéw, sumaryczna dlugo$é podwdjnej helisy w komérce to ponad 2 m, a wszystkich
nici DNA ponad 4 m. I to wszystko w malerikim, kilkumikronowym jadrze komérkowym!

Nie pomijajac kwaséw nukleinowych, kodujacych przeciez informacje genetyczna,
w naszej opowies$ci skupimy sie na biatkach, gdyz w dzisiejszym $wiecie to one wiasnie
odpowiadaja za wiekszo$¢ proceséw chemicznych ukrytych pod terminem ,zycie”.
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Przede wszystkim to enzymy biatkowe sg katalizatorami wiekszo$ci reakcji biochemicz-
nych; biatka s materialem strukturalnym komdrek i tkanek, transportujg inne biomole-
kuly, przenosza sygnaly, zarzadzaja oddychaniem, energia oraz ruchem; biatka wreszcie
kontroluja sama ekspresje informacji genetycznej. Jeden wszakze fundamentalny proces
pozostat w gestii kwaséw nukleinowych: odbywajaca sie w rybosomach, pod dyktando
kodu genetycznego, biosynteza bialek. Najkrdcej rzecz ujmujac: za biosynteze bialek
odpowiadaja kwasy nukleinowe, a za biosynteze kwaséw nukleinowych - bialka.

Krystalografia bialek — rys historyczny

Podstawowe motywy struktury biatek, czyli tzw. struktury drugorzedowe, a wiec
uwitg przestrzennie helise o i zlozone z rozciagnietych tanicuchéw biatkowych arku-
sze [3, zaproponowat w 1951 roku najgenialniejszy chemik wszechczaséw, Linus Pauling

(ryc. 2).

Ryc. 2. Przykiad taricucha bialkowego zwinietego do poprawnej struktury 3D. Przedstawiony
schematycznie w postaci wstegi laricuch biatkowy w rzeczywisto$ci sktada sie z potaczonych li-
niowo ,cegietek” chemicznych, zwanych aminokwasami. Sekwencja aminokwaséw (w tym przy-
padku 216) stanowi strukture pierwszorzedowa biatka. Lokalna konformacja, widoczna w postaci
helis o (linia §rubowa) i rozciagnietych faricuchéw [ - to struktura drugorzedowa. Struktura trze-
ciorzedowa to ostateczny zwdj biatkowy. Niektdre biatka, ktére ztozone sa z kilku taricuch6w zwa-
nych podjednostkami (tu nie wystepuja), maja jeszcze strukture czwartorzedowa, okreslajaca
wzajemna aranzacje podjednostek. W pokazanym na ilustracji biatku zwiazany jest maloczastecz-
kowy ligand, przedstawiony jako model kulkowy (atomowy). Na takim dopasowaniu ligandu do
biatka polega racjonalne projektowanie lekéw
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Natomiast pierwsze eksperymentalne struktury biatek ustalili pod koniec lat 50., wyko-
rzystujac dyfrakcje promieniowania rentgenowskiego na krysztalach biatek, krystalo-
grafowie: mioglobiny - John Kendrew i hemoglobiny - prawdziwy pionier w tej dziedzi-
nie — Max Perutz. Tak narodzila sie biologia strukturalna. Na jej narodziny ztozyto sie
kilka wcze$niejszych, czasem pozornie skromnych, lecz w istocie przelomowych,
odkry¢. Byto wsréd nich odnotowane w 1840 roku przez Friedricha Ludwiga Hiinefelda
pojawienie sie krysztaléw hemoglobiny (nazwanych przez niego Blutkristalle) w kropli
krwi dzdzownicy [1], a wiec pierwsza naukowa obserwacja krystalizacji biatka.

Kolejnym krokiem, ktéry umozliwit narodziny biologii strukturalnej, bylo odkrycie
promieni X, ktérego dokonal w 1895 roku Wilhelm Conrad Rontgen, pierwszy noblista
z fizyki. Przelomowego odkrycia, ukazujacego dyfrakcje promieni X na krysztatach, do-
konali w 1912 roku Walter Friedrich i Paul Knipping, wykonujac doswiadczenie wedtug
wskazowek Maxa Lauego [2]. Jako fizyk-teoretyk Max von Laue nie wykorzystal poten-
cjalu tego odkrycia na gruncie chemii. Zrobili to rok pézniej w duecie syn i ojciec Brag-
gowie w Anglii, rozwiazujac na podstawie dyfrakcji rentgenowskiej struktury prostych
krysztaléw, takich jak halit (NaCl) czy diament (krysztal wegla). Dzieki wizjonerom,
takim jak Desmond Bernal, Dorothy Hodgkin i Max Perutz, juz na poczatku lat 30. XX
wieku pojawil sie pomysl, ze ta samg metoda bedzie mozna ustali¢ tréjwymiarowe
struktury atomowe krysztaléw bialek. Zrealizowali to po blisko trzydziestu latach John
Kendrew i Max Perutz. Wiekszo$¢é wspomnianych tu badaczy i odkryé uhonorowaty
Nagrody Nobla [3].

Przez kolejne trzy dekady (1960-1980) biologie strukturalng utozsamiano w zasa-
dzie z krystalografia bialek. Ustalenie struktury przestrzennej hemoglobiny zajeto Pe-
rutzowi 22 lata. W roku 1971, gdy znano zaledwie siedem struktur bialek, utworzono
Protein Data Bank (PDB). Dzi$§ PDB zawiera ponad 210 tys. ustalonych eksperymental-
nie struktur makromolekut (ryc. 1).

Krystalografia bialek w pigulce

Typowy eksperyment dyfrakcyjny ma dzi$ ten sam schemat, co w czasach Lauego
iobejmuje trzy podstawowe elementy: Zrédlo promieniowania rentgenowskiego, krysz-
tal oraz detektor promieni ugietych na krysztale, zwanych refleksami (ryc. 3). Zwykle
(choé beda wyjatki) stosujemy promieniowanie monochromatyczne o jednej dlugosci
fali A, gdyz pozwala to latwo interpretowaé wzor Bragga A = 2d,,, x sinO; wystarczy
zmierzy¢ kat odbicia 0, by ustali¢, od jakiej rodziny plaszczyzn Akl w sieci krysztatu nas-
tapilo odbicie, oraz jaki jest odstep miedzyplaszczyznowy d,,, (w angstremach!) w tej
rodzinie. Na marginesie zauwazymy, ze przeksztalcony wzér Bragga dla maksymalne-
go kata ugiecia 0, pozwala wyliczy¢ minimalny odstep miedzyplaszczyznowy d, =

=A/2sinB ,_, czylirozdzielczosc, z jaka wyznaczamy strukture krysztatu. Rozdzielczosc,
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tak jak w mikroskopii, odpowiada na pytanie, jaka jest najmniejsza odleglos¢ dwéch
punktoéw, ktére uda sie nam rozdzieli¢ w uzyskanym obrazie.

definiuje
20max rozdzielczo$é:

W miarg wzrostu diin = A/25iN0
intensywno$ci promieni X —
krysztat moze by¢ mniejszy

réwnanie Bragga

Ryc. 3. Rentgenowski eksperyment dyfrakcyjny. Niebieski promien (refleks) ma najwiekszy kat
ugiecia (0, ) i on definiuje rozdzielczos¢ d ,, tego eksperymentu. W przypadku promieniowania
monochromatycznego caly obraz dyfrakcyjny sktadamy z wielu zdje¢ wykonanych np. przy réz-
nych orientacjach krysztatu podczas jego obrotu lub dla wielu przypadkowo zorientowanych
krysztaléw. W metodzie polichromatycznej (bez monochromatora) wystarczy jedno zdjecie, bo-
wiem rézne dlugosci fali 1 pozwola odtworzy¢ caly obraz dyfrakcyjny przy jednej orientacji krysz-
talu. Przez ok. pierwszych 100 lat promieniowanie X do badan strukturalnych pochodzito z lamp
rentgenowskich. Dzi§ generowane jest w poteznych akceleratorach zwanych synchrotronami
(patrz ryc. 5)

Dyfrakcja monochromatyczna ma jednak te wade, ze na pojedynczym ,zdjeciu” (tj. przy
jednej ekspozycji) ukazuje tylko maly fragment obrazu dyfrakcyjnego; aby uzyskaé peten
obraz, nalezy ,,obfotografowac” krysztat z wielu stron, najlepiej podczas obrotu. Mozna
tez, zamiast wykonywac kolejne zdjecia obracajacego sie krysztatu, zarejestrowac poje-
dyncze obrazy dla wielu przypadkowo zorientowanych krysztatkéw (np. wstrzykiwanych
do wigzki promieniowania X szeregowo), a nastepnie zlozyc je w pelen obraz dyfrakcyj-
ny. Mozna tez uzy¢ jednego krysztalu i jednej ekspozycji, ale w promieniowaniu poli-
chromatycznym (w szerokim zakresie 1), co réwniez da caly obraz dyfrakcyjny (ale tym
razem zlozony z superpozycji obrazéw uzyskanych przy réznych dtugosciach fali).
Jednak samo zarejestrowanie pozycji (katéw 0) reflekséw (ktérych moga by¢ setki
tysiecy lub miliony) nie wystarczy do rozwiazania struktury krysztalu. Znacznie waz-
niejsze s3 intensywnosci, a w zasadzie zwiazane z czynnikami struktury F,,, amplitudy
poszczegdlnych refleksow. Wiaze sie to z faktem, ze obraz dyfrakcji promieni X, ktére
rozpraszane sg na chmurach elektronowych atoméw, jest transformata Fouriera rozkta-
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du gestosci elektronowej p(xy2) w krysztale. Na mocy teorii Fouriera prawdziwa jest
tez zalezno$¢ odwrotna: rozklad gestosci elektronowej jest odwrotng transformata
funkcji F,,, = | F,,,| xexp(1¢,,). (Ten nieco skomplikowany wzér oznacza fale o amplitu-
dzie | F,, | ifazie ¢,,). Z pomiaréw bardzo fatwo wyznaczymy amplitudy | F,,|, lecz nie
fazy @,, reflekséw. Jest to podstawowa trudno$¢ matematyczna wyznaczania struktury
krysztaléw, zwana ,,problemem fazowym”.

Krystalografia bialek dzis

Cykl badawczy w krystalografii bialek rozpoczyna sie na dtugo przed otrzymaniem
krysztalu (ryc. 4). Biatka wybranego do badan nie izoluje sie obecnie z materialu natu-
ralnego. Byloby to zbyt zmudne i czasochtonne, gdyz wymagatoby czesto ,,przerobienia”
dziesiatkéw kilogramoéw jednorodnego materialu wyjSciowego, a w przypadku biatek
ludzkich byloby etycznie problematyczne. Zwykle prosciej jest ustali¢ sekwencje DNA
kodujacego interesujace nas bialko i otrzymad taki ,,gen” syntetycznie, a nastepnie wklo-
nowac (tj. ,wklei¢”) go do odpowiedniego plazmidu, tj. kolistego DNA, ktéry jest ele-
mentem genetycznym bakterii. (Na marginesie zauwazymy, ze takie postepowanie stato
sie mozliwe dzieki spektakularnemu sukcesowi genomiki, ktéra ustalita sekwencje geno-
mow tysiecy organizmow, z genomem ludzkim wlacznie.) Po transformacji takim plaz-
midem, komérki bakteryjne (zwykle Escherichia colr) produkuja w sposéb kontrolo-
wany pozadane biatko (zwane rekombinowanym) w duzej ilosci. Oczyszczanie biatek re-
kombinowanych odbywa sie metoda chromatografii i jest kapitalnie uproszczone przez
fakt, ze na etapie klonowania mozna dotaczyc do sekwencji biatka znacznik chemiczny
umozliwiajacy wiazanie (,,powinowactwo”) na odpowiedniej kolumnie chromatograficz-
nej. Na przyklad wyposazenie biatka w tzw. metke histydynowa 6xHis umozliwia wigza-
nie na kolumnie z jonami niklu.

Wiekszos¢ procesow, o ktérych tu mowa, udato sie czesciowo lub w pelni zautoma-
tyzowac i zrobotyzowad, tj. przystosowac do trybu wysokoprzepustowego (high through-
pul) (ryc. 4). Wiele czynnosci zwiazanych z ekspresja i oczyszczaniem bialek przebiega
automatycznie; przede wszystkim jednak kolejne etapy: krystalizacja i pomiary dyfrak-
cyjne odbywaja sie niemal wylacznie pod kontrola robotéw. Obliczenia komputerowe
znatury rzeczy sa automatyczne. Jesli idzie o krystalizacje, to w niektérych przypadkach
udaje sie wyeliminowaé nawet roboty. Na przyktad zauwazono, ze podczas wysokiej nad-
ekspresji biatek rekombinowanych w komérkach bakteryjnych, nadprodukowane biatko
ma tendencje do krystalizowania juz w komdrce bakteryjnej. Poniewaz do zaawansowa-
nych pomiaréw dyfrakcyjnych (np. z wykorzystaniem promieniowania lasera XFEL, vide
Infra) wystarcza supermate, nanometrowe krysztaly — taka krystalizacja in cellulo (w ko-
morce) speknia swoje zadanie w 100%: biatko otrzymuje sie od razu w postaci czystej
i krystalicznej [4].
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-

Ryc. 4. Proces badawczy biokrystalografii rozpoczyna sie zwykle od (1) przygotowania na drodze
inzynierii genetycznej bardzo czystego biatka, ktére nastepnie poddaje sie procesowi krysta-
lizacji (obecnie z zastosowaniem robotéw). Wiasciwe badania krystalograficzne (2) polegaja na
zarejestrowaniu dyfrakcji na krysztale przy uzyciu superintensywnego promieniowania rentge-
nowskiego generowanego w cyklotronie zwanym synchrotronem. Obraz dyfrakcyjny po skompli-
kowanych obliczeniach zostaje przeksztalcony w mape gestosci elektronowej krysztatlu, ktéra
ujawnia obraz atomowy badanej molekuly. Najciekawszy etap badan polega na interpretacji uzys-
kanych wynikéw (3) i wiaze sie nie tylko z odkrywaniem tajemnic molekularnych zycia, ale i z za-
stosowaniami praktycznymi, takimi jak projektowanie lekéw, lepszych enzyméw czy rozwiazan
dla produkcji zywnosci. W cyklu badawczym najczesciej wystepuje sprzezenie zwrotne, tj. uzys-
kane wyniki podpowiadaja nowe koncepcje badawcze. Gwiazdka oznaczono zautomatyzowane
etapy wysokoprzepustowe (high throughput). Wiele z innowacji w tym procesie badawczym
wprowadzono dzieki ambitnym projektom genomiki strukturalnej. Genomika strukturalna stawia
sobie za cel rozwigzanie struktury wszystkich bialek kodowanych przez dany organizm, np. pa-

togenna bakterie Mycobacterium tuberculosis, ktéra powoduje gruzlice

Inny pomyst polega na zmieszaniu roztworéw bialka i czynnika stracajacego tuz przed
wstrzyknieciem do wigzki promieniowania synchrotronowego lub laserowego. Poniewaz
krysztaly nie musza by¢ duze, wystarczy czas krystalizacji rzedu sekundy [5].

Promieniowania rentgenowskiego do badarn dyfrakcyjnych krysztaléw makromoleku-
larnych dostarczaja dzi$ giéwnie synchrotrony nowej generacji [6]. Synchrotron to po-
tezny cyklotron elektronowy, w ktérym przyspieszone do predkosci pod$wietlnych elek-
trony lub pozytony (elektrony antymaterii) kraza po torze zamknietym, przelatujac co
rusz przez potezne pola magnetyczne generowane przez elektromagnesy nadprzewo-
dzace (ryc. 5). Przelot relatywistycznych (tj. o pod$wietlnych predko$ciach) elektronéw
przez pole magnetyczne wiaze sie z dwoma zjawiskami: zakrzywieniem ich toru oraz
emisja kwantéw promieniowania elektromagnetycznego. Przy odpowiednim doborze
parametréw pierscienia synchrotronowego bedzie to promieniowanie rentgenowskie
o niezwyklej intensywnosci, 10"-10"" fotonéw na sekunde w standardowej geometrii
(bardzo waski kat brylowy) i zakresie energii emisji (bardzo waski przedzial energii,
tj. pasmo przenoszenia). Intensywno$¢ promieniowania synchrotronowego mozna
zwiekszy¢ co najmniej o piec rzedéw wielko$ci (tj. sto tysiecy razy), umieszczajac mie-
dzy magnesami uginajacymi dodatkowe, Srédwiazkowe urzadzenia magnetyczne zwane
wiglerami lub undulatorami. Sa to multipole magnetyczne, zbudowane z wielu naprze-
miennie ustawionych biegunéw magnetycznych. Elektrony przechodzace przez zmienne
pole magnetyczne w szczelinie undulatora poruszaja sie slalomem, generujac jedno-
cze$nie dodatkowe fotony. Typowy synchrotron-fabryka fotonéw ma ksztalt pierécienia,
z ktérego wyprowadzone sg stycznie do obwodu (w liczbie kilkudziesieciu) wiazki po-
miarowe.
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o i

Ryc. 5. Synchrotron APS (Advanced Photon Source) w Argonne National Laboratory pod Chi-
cago (miasto widoczne na horyzoncie) w USA (Zrédlo: dr A. Joachimiak)
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Ze wzgledu na m.in. kolosalng energie, jaka musi ,,znie$¢” nas§wietlany krysztal, pomiary
synchrotronowe prowadzi sie zwykle w temperaturze 100 K (tj. -173° C), ktéra zapew-
nia skierowany na krysztal nadmuch oziebionych par azotu.

Fizyka wysokich energii poszla jednak dalej i dzi$ oferuje juz lasery rentgenowskie
na swobodnych elektronach (XFEL, X-ray Free Electron Laser). Laser rentgenowski
to urzadzenie otwarte, przypominajace rozciety i wyprostowany synchrotron (ryc. 6).

akcelerator

undulator

putapka elektronowa

7 strumien
fotonéw

stacja
pomiarowa

Ryec. 6. Schemat lasera rentgenowskiego na swobodnych elektronach XFEL (Zrédlo: DESY)

Najpotezniejszy laser rentgenowski, European XFEL, dziala w o§rodku DESY w Ham-
burgu. W istocie jest to urzadzenie tak potezne (3,4 km dlugo$ci), ze swdj poczatek (ak-
celerator) ma w Hamburgu, a koniec (stacje pomiarowe) w miescie Schenefeld w lan-
dzie Schleswig-Holstein. Akcelerator tego lasera to 1,7 km superprecyzyjnych wnek
rezonansowych wykonanych z rzadkiego metalu - niobu. Caly akcelerator umieszczony
jest w tunelu o wysokiej prézni i zanurzony w cieklym helu, by zapewnié temperature
2 K, w ktérej niob staje sie nadprzewodnikiem. Chodzi o to, by podtrzymanie przyspie-
szajacego pola mikrofalowego we wnekach rezonansowych odbywalo sie jak najmniej-
szym nakladem energii. Po przej$ciu przez akcelerator, przyspieszone do predko$ci
bliskiej predkosci §wiatla (a wiec relatywistyczne) i ,spakowane” w pakiety elektrony
wlatuja do dlugiego na kilkaset metréw undulatora, gdzie nastepuje ich dalsze porzadko-
wanie w pakietach i pompowanie energia, az do zajscia efektu SASE (SelfAmplified
Spontaneous Emission), w ktérym cala zgromadzona energia wyemitowana jest w posta-
ci bardzo krétkiego (10 femtosekund, tj. 10 sekundy) sp6jnego blysku o astronomicz-
nej jasnosci 10% fotonéw. Po przeliczeniu na intensywno$¢ w maksimum emisji, otrzy-
mujemy przyprawiajaca o zawrét glowy warto$é niemal 10* fotonéw na sekunde. Umoz-
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liwia to pomiary krysztaléw o wymiarach ~100 nm, tj. tak matych, Ze ztozonych zaledwie
z okolo 10x10x10 komoérek elementarnych. Dla ilustracji: 100 nm to w przyblizeniu
jedna tysieczna grubosci wlosa ludzkiego; a w czasie trwania blysku lasera XFEL, tj. 10
femtosekund, §wiatlo przebywa droge zaledwie 3 mikronéw, czyli jedna trzydziesta gru-
bosci wlosa. Krysztatéw o wielkosci 100 nm nie uda sie zobaczy¢ nawet pod najlepszym
mikroskopem optycznym, ktérego mozliwo$ci koricza sie przy 1/2 dlugosci falil uzytego
$wiatla. Dla najkrétszego, fioletowego, promieniowania widzialnego jest to granica ok.
200 nm.

Blysklasera XFEL dostarcza do krysztatu niewyobrazalna wprost energie 700 MGy,
podczas gdy zadna materia nie jest w stanie , przezyc¢” nawet 30 MGy (Gy, czyli grej,
to jednostka pochlonietej dawki promieniowania jonizujacego, réwna 1 dzul (J) na kg
materii). Jak to wiec mozliwe, Ze rejestrujemy jakakolwiek dyfrakcje, skoro blysk lasera
niszczy krysztal, ,odparowujac” go do stanu plazmy? Ot6z okazuje sie, ze przej$cie do
stanu plazmy, a wiec ,odparowanie” elektronéw (tj. catkowita jonizacja), a nastepnie
eksplozja elektrostatyczna dodatnio natadowanych jader atomowych, réwniez wymaga
czasu, w przyblizeniu 100 femtosekund. Jesli wiec blysk trwa ok. 10 femtosekund, to
spokojnie zarejestrujemy wywolang przezen dyfrakcje; krysztal przestanie istnieé
dopiero ,po chwili”. Ten typ eksperymentu nazwano ,Dyfrakcja przed Destrukcja”.

Pomiary dyfrakcyjne przy zrédle XFEL prowadzi sie, wstrzykujac w bieg promienia
laserowego cieniuterika struzke zawiesiny nanokrysztaléw. W tym samym czasie nas-
tepuja blyski laserowe, w Hamburgu z czestotliwoscia 20 000 Hz, tj. 20 tys. blyskow
na sekunde. Jesli zawiesina jest do$c gesta, to wiekszo§¢ blyskéw trafi w jakis (przypad-
kowo zorientowany) krysztat, ktéry wlasnie znalazl sie na drodze promienia. W czasie
minuty mozna wiec zarejestrowac do 1 200 000 czastkowych obrazéw dyfrakcyjnych,
z ktérych bez trudu skompletuje sie calo$é. Nawet gdyby tylko 10% (tj. 120 000) blys-
kéw bylo produktywnych, to i tak dane zostang zarejestrowane z duza redundancja.
Na tym polega SFX, czyli szeregowa femtosekundowa nanokrystalografia rentgenow-
ska [7].

Do niedawna woziliSmy do synchrotronéw nasze drogocenne (bo w istocie drozsze
niz diamenty tej samej wielko$ci) krysztaly biatkowe o wymiarach ok. 0,1 mm. Obecnie
moga one mie¢ juz rozmiar 100 nm, czyli 0,0001 mm = 1000 A. Jesli udalo sie zejs¢
o trzy rzedy wielko$ci, to czy nie bedzie mozliwy jeszcze maly kroczek i osiagniecie wy-
miaru ~100 A? Tak, taka mozliwo$¢ jest juz calkiem realna, lecz oznacza ona, ze przez
wigzke lasera XFEL bedg przelatywaly nie krysztaly, ale pojedyncze molekuly! Taki eks-
peryment, tj. rejestracja rozpraszania rentgenowskiego i wyznaczanie struktury poje-
dynczych makromolekutl biologicznych, jest juz w zasiegu reki. Bedzie to osiagniecie
granicy eksperymentu w biologii strukturalnej: stosowanie metody opartej na krystalo-
grafii do obiektu (pojedynczej makromolekuly), ktéry juz nie jest krysztalem!
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Czasowo-rozdzielcza krystalografia bialek

Aspekt czasowy pomiaréw dyfrakcyjnych wiaze sie z mozliwo$cia mapowania prze-
mian chemicznych. Taka mozliwo$¢ daja nawet pomiary synchrotronowe krysztalow
prowadzone metoda Lauego, a wiec polichromatyczna. Metoda ta ma dwie zalety; ze
wzgledu na szerokie spektrum dlugosci fali A, caly obraz dyfrakcyjny mozna uchwycic
na jednym zdjeciu; dodatkowo brak filtrowania fotonéw przez monochromator sprawia,
ze dysponujemy potezng intensywnoscia promieniowania X, pozwalajacg na skrécenie
pomiaru do nanosekundy (10~ sekundy). Przyktadem procesu, ktéry mozna bada¢ w ten
sposéb, jest reakcja enzymatyczna, wiodaca od substratéw do produktéw, przez bogaty
krajobraz energetyczny, przebiegajacy przez bardzo wysokie szczyty stanéw przejscio-
wych i glebokie doliny produktéw posrednich. Enzymy (tj. katalizatory biochemiczne)
znacznie niweluja bariery energetyczne stanéw przejSciowych, umozliwiajac w ogéle
zaj$cie reakcji, lecz ich nie likwiduja zupelnie; ciagle przejécie przez stan (nomen
omen) przej$ciowy wymaga nakladu energii i odbywa sie bardzo szybko, gdyz czas zycia
stanéw termodynamicznych jest, zgodnie z prawem Arrheniusa, proporcjonalny do
e ™ odzie E oznacza energie, a T temperature bezwzgledna. Produkty posrednie,
o stosunkowo niskiej energii, zyja nawet milisekundy, tj. wystarczajaco dlugo, by wyko-
naé¢ w tym czasie setki, a nawet tysiace zdjeC dyfrakcji rentgenowskiej. Kazdy z serii
takich obrazow dyfrakcyjnych bedzie odpowiadat konkretnemu stanowi na $ciezce re-
akcji. Montujac wyznaczone z tych obrazéw struktury jak kadry filmu, mozna uzyskaé
poklatkowy obraz przebiegu reakcji biochemicznej w krysztale.

Inny sposéb badania przebiegu reakcji biochemicznych w 3D nosi nazwe MISC (Mix
& Inject Serial Crystallography) [8]. Stosuje sie w tym celu miniaturowa dysze ($red-
nica catkowita 0,5 mm!), w ktérej wspoélosiowo podawane sa dwa plyny: zawiesina krysz-
talkéw enzymu oraz roztwor substratu, a w zewnetrznym plaszczu plynie ogniskujacy
strumien gazowego helu. W miejscu zwanym strefa ogniskowania dochodzi do zmiesza-
nia obu plynéw i wéwczas, na skutek dyfuzji substratu do krysztatu z enzymem, rozpo-
czyna sie reakcja enzymatyczna. Jej przebieg mozna $ledzic przez dyfrakcje promieni X
w réznych odstepach czasu, wyznaczonych przez predkosc¢ przeplywu i odleglosé
punktu pomiarowego od strefy ogniskowania.

Biologia strukturalna w sluzbie medycyny

Nowoczesne leki powstajg dzi§ gléwnie na drodze racjonalnego projektowania, maja-
cego na celu stworzenie precyzyjnego ,pocisku” molekularnego, ktéry bezbtednie i sku-
tecznie trafi w makromolekularna ,tarcze”. W podej$ciu tym najpierw prowadzi sie roz-
poznanie molekularne procesu patologicznego, a nastepnie identyfikuje odpowiedzialng
za niego makromolekule-tarcze, zwykle enzym lub fragment kwasu nukleinowego. Naj-
czesciej sg to makromolekuly organizméw patogennych, wiruséw, bakterii czy grzybow,
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ale moga one tez byc pochodzenia ludzkiego, np. w przypadku terapii genowych. Struk-
tury makromolekut stanowiace podstawe tych badan, jak réwniez malych czasteczek -
potencjalnych kandydatéw na leki, sa zwykle ustalane metodami krystalograficznymi.

Stosuje sie w tym celu dwa podej$cia eksperymentalne, nazywane po angielsku
structure-based drug design (SBDD, projektowanie leku wspomagane struktura) oraz
fragment-based drug design (FBDD, skladanie leku z fragmentéw). W metodzie SBDD
wychodzi sie od celu makromolekularnego (z angielska ,targetu”), ktérym jest najczes-
ciej enzym zwiazany z procesem patologicznym (np. infekcja wirusowa), dla ktérego
ustala sie (zwykle metoda krystalograficzng) strukture 3D. Do struktury tej dopasowuje
sie nastepnie metoda projektowania molekularnego maloczasteczkowy ligand, ktéry jak
silver bullet (,,cudowny pocisk”) bedzie w stanie ,,unieszkodliwi¢” target (ryc. 2). W me-
todzie FBDD poszukuje sie obiecujacych fragmentéw ,,pocisku”, nasaczajac krysztaly
makromolekularnego targetu koktajlami przeréznych zwiazkéw chemicznych (w tym
molekutl z uznanymi farmakoforami) i badajac, ktére z nich wykazaty powinowactwo
do targetu, tj. utworzyly z nim kompleks. Tak zidentyfikowane ,kawalki” taczy sie nas-
tepnie w wieksze czasteczki, uzyskujac obiecujace ligandy. Na ostatnim etapie ligandy
te moga byc jeszcze optymalizowane metoda SBDD.

Biomolekularna spektroskopia NMR

W potowie lat osiemdziesiatych krystalografia, ktéra dotad byla jedynym Zrédiem
wiedzy o strukturze przestrzennej makromolekutl biologicznych, otrzymata wsparcie od
spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego, NMR. Metoda NMR pozwala wyz-
naczy¢ polozenia atoméw o niezerowym spinie jadrowym, takich jak 'H, przez rejestrac-
je absorpcji fal elektromagnetycznych o wysokiej czestotliwosci (np. 800 MHz) przez
probke umieszczona w bardzo silnym polu magnetycznym. Ta mozliwo$é wynika stad,
ze absorpcja (a wiec sygnal) konkretnego jadra zalezy od jego otoczenia chemicznego.
Dla czasteczki etanolu, CH,-CH,-OH, posiadajace]j sze$¢ protonéw, rozwiagzanie takiej
zagadki jest dziecinnie latwe. Jednak dla olbrzymich makromolekul, zawierajacych
tysiace lub dziesiatki tysiecy réznych chemicznie protonéw, liniowe widmo "H NMR jest
tak zatloczone, ze nie ma szans na jego rozwiklanie. Widmo 'H NMR mozna ,rozges-
ci¢”, stosujac techniki korelacyjne 2D, gdzie wybidrczo rozprzega sie poszczegolne syg-
naly H...H. W ten sposéb powstaja widma COSY (sprzezenia przez wiazania) i NOESY
(Nuclear Overhauser Spectra, sprzezenia przez przestrzen). Dla wiekszych biatek jed-
nak i to nie wystarcza i konieczne sa widma HSQC (Heteronuclear Single-Quantum
Coherence) pokazujace sprzezenia protonéw z innymi atomami. Niestety typowe izo-
topy °C, "N i '°0 budujace naturalne bialka sa nieaktywne w NMR. Dlatego nalezy ba-
dane biatko wzbogacic w izotopy NMR aktywne, takie jak *>C i °’N. Wymaga to kosztow-
nej produkcji biatka rekombinowanego na pozywce zawierajacej takie wlasnie izotopy
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zamiast izotopéw naturalnych. Wysoki koszt to jeden z minusé6w metody NMR; drugi
to konieczno$¢ uzywania bardzo wysokich stezen (niebezpieczeristwo agregacji biatka),
poréwnywalnych z warunkami krystalizacji, trzeci to ograniczenie do bialek o niewiel-
kiej masie, do 20 kDa. Do zalet metody NMR nalezy wizualizacja struktury w roztworze
oraz jej dynamiki. Widma NMR mozna bowiem ,rozwiaza¢” na kilka/kilkanascie réwno-
waznych sposob6w, ukazujacych niektére elementy struktury w r6znych konformacjach,
a wiec posrednio ich dynamike. Pionierem zastosowan metody NMR do makromolekut
biologicznych jest noblista (2002) Kurt Wiithrich. Poczatkowe wielkie nadzieje wiazane
ze spektroskopia NMR z czasem nieco przygasty i dzi§ odsetek struktur w PDB wyzna-
czonych ta metoda wynosi ~8%.

Rozpraszanie niskokatowe (bio-SAXS)

Jesli mowa o badaniach struktury w roztworze, to warto wspomnie¢ metode nisko-
katowego rozpraszania promieni X, SAXS (Small Angle X-ray Scattering). Podobnie jak
w krystalografii, rozpraszaniu ulega tu promieniowanie synchrotronowe, z tym ze préb-
ka nie jest krysztalem, lecz zawiera badane makromolekuly w roztworze. Nie otrzyma-
my w zwigzku z tym silnie wzmocnionej informacji skoncentrowanej w pikach (reflek-
sach) braggowskich, lecz ciagle rozpraszanie, ktére dla malych katéw 0 zalezy od wiel-
ko$ci i ksztattu obiektéw rozpraszajacych, tj. makromolekut obecnych w roztworze. Po
transformacji krzywej rozpraszania otrzymujemy tzw. funkcje par, informujaca o rozkta-
dzie odleglosci miedzyatomowych w czasteczce. Mozna stad wyznaczyé maksymalny
rozmiar molekuly oraz najczesciej wystepujace odleglosci atom-atom. Stad, przy pewnej
dozie wyobrazni, mozna wydedukowac ksztalt badanej makromolekuly. Mozna tez, bu-
dujac modele gruboziarniste, prébowac zbudowac uklad najlepiej odtwarzajacy krzywa
do$wiadczalng. Cho¢ modele SAXS sa bardzo zgrubne i prowizoryczne, jedna rzecz jest
latwa do okreslenia, mianowicie tworzenie komplekséw i oligomeréw w roztworze.

Kriomikroskopia elektronowa (cryo-EM)

Metoda, ktéra w ostatnim czasie spowodowata prawdziwa rewolucje w biologii struk-
turalnej, jest kriomikroskopia elektronowa (cryo-EM). Mikroskop elektronowy wynale-
ziony przez Ernsta Ruske w 1931 roku (Nagroda Nobla w 1986 roku) przypomina
mikroskop optyczny, z tym ze Zrédlo §wiatla zastapione jest dzialem elektronowym,
a soczewki szklane soczewkami magnetycznymi. Przyspieszone ogromnym napie-
ciem (w najnowszych mikroskopach 300 tys. elektronowolt6w) elektrony poruszaja sie
z predkos$cia bliska predko$ci $wiatla, a ich ruchowi towarzyszy fala materii de Broglie’a
o dlugosci A utamka angstrema. O ile wiec $wiatlo widzialne (najkrétsza dtugo$c fali
fioletowej to 3800 A) nie nadaje sie do obserwacji obiektéw o wielkosci angstremowej,
o tyle elektronowa fala materii nadaje sie jak najbardziej. Problemem przez wiele dekad
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byla rozdzielczos¢ mikrografii elektronowych, wynoszaca kilkadziesiat, w najlepszym
razie kilkana$cie angstreméw. Powodem byla kiepska jako$¢ Zrédet elektronéw, ,opty-
ki” magnetycznej i brak dobrych detektoréw dla stabo przenikliwych elektronéw. Prze-
de wszystkim jednak nie umiano przygotowac dla mikroskopu transmisyjnego (TEM)
preparatu z materialem biologicznym, ktéry zawieszony jest w wodzie (stabo kontrastu-
jacej z zawierajacym podobng gestosc elektronowg bialkiem) i nie moze by¢ zwyczajnie
umieszczony w wysokiej prézni kolumny mikroskopu. Przetom przyszedt dzieki pracom
trzech badaczy, uhonorowanych za to Nagroda Nobla w 2017 roku. Najpierw Richard
Henderson wpadl na pomysl, by mrozi¢ preparat mikroskopowy w cieklym azocie.
Pomyst byt dobry, ale wynik sredni, gdyz mrozenie w cieklym azocie powodowato krys-
talizacje lodu i degradacje preparatu bialkowego. Jacques Dubochet zastapit azot ciek-
lym etanem, ktéry ma wieksza pojemno$c cieplna i witryfikuje (tj. przeprowadza w stan
szklisty) uwodnione prébki btyskawicznie. Z kolei Joachim Frank opracowat algorytmy
komputerowe pozwalajace z zaszumionych mikrografii elektronowych wydoby¢ uzytecz-
na informacje strukturalna, podobne obserwacje usrednic i na tej podstawie zrekon-
struowad tréjwymiarowy obraz badanej makromolekuly. To wszystko, w polaczeniu
z postepem technicznym w zakresie ,,optyki” mikroskopu elektronowego, oraz przede
wszystkim wynalezienie bardzo czutych detektoréw pojedynczych elektronéw, sprawito,
ze za pomocg nowoczesnego mikroskopu cryo-EM mozna uzyskac rekonstrukcje struk-
tury przestrzennej pojedynczej makromolekuly z rozdzielczoscia lepsza niz 2 A, a wiec
doréwnujaca przecietnemu eksperymentowi krystalograficznemu [9]. Rozdzielczo§é
obrazu cryo-EM nie jest jednak jednolita i moze by¢ znacznie gorsza z dala od dobrze
okreslonego srodka obrazu.

Sztuczna inteligencja

Réwnolegle do tych wszystkich wspanialych osiagniec na polu eksperymentalnym,
w roku 2021 do biologii strukturalnej wkroczyla z impetem sztuczna inteligencja (Al).
Wtedy wiasnie stworzono oparte na sieciach neuronowych dwa algorytmy glebokiego
uczenia maszynowego (Deep Learning), ktére nauczono - dzieki istniejacej informacji
do$wiadczalnej - przewidywac strukture trzeciorzedowa (3D) laricuchéw biatkowych na
podstawie ich sekwencji, tj. struktury pierwszorzedowej (1D). Pierwszy z tych progra-
moéw, o nazwie AlphaFold, opracowata firma DeepMind nalezaca do Alphabet/Google
[10]. Drugi program, RoseTTAFold, jest dzietlem bioinformatykéw zespotu prof. Davida
Bakera na Uniwersytecie Waszyngtona w Seattle [11]. Nie sa to algorytmy zwijania bial-
ka, lecz rozpoznawania wzorcéw strukturalnych w sekwencji. Przewiduja bardzo dobrze
struktury bialek, dla ktérych istnieja homologi w strukturalnych bazach danych, lecz
stabo radza sobie z sekwencjami zupelnie nowymi (unikatowymi) oraz z biatkami oligo-
merycznymi. W takich przypadkach, nawet gdyby predykcja byla poprawna, rezultat jest
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ciagle niepewny i wymaga weryfikacji do§wiadczalnej. Algorytmy te dzialaja blyskawicz-
nie, przewidujac struktury bialek w czasie od minut do utamkéw sekund. W chwili opu-
blikowania algorytmu AlphaFold autorzy oglosili, ze program przewidzial juz strukture
ponad 260 tys. bialek. Wkrétce liczba ta przekroczyta 220 mlin. Jakby tego wszystkiego
bylo mato, w 2023 roku opublikowano trzeci program, ESMFold, oparty na modelach
jezykowych, stworzony przez Meta/Facebook [12]. W chwili opublikowania tego algo-
rytmu autorzy ogtosili, ze program przewidziat juz strukture ponad 600 mln metageno-
mowych biatek i ze 1 mld jest w bliskim zasiegu... Trudno powiedziedé, czy ta numero-
logiczna sztuka dla sztuki ma jaki§ sens. Mozemy ,rzuca¢” miliardem, 10 miliardami,
czy miliardem miliardéw, ale co z tego? Nikt nie jest w stanie przetrawié tej informacji,
anawet powiedzied, czy jest ona cokolwiek warta. Sztuczna inteligencja ma niewatpliwe
zalety, choéby szybko$¢ znajdowania odpowiedzi. Jednak te odpowiedzi, np. przewidzia-
ne struktury bialek, sa tylko sprytnym powtdérzeniem tego, co juz widziano. W dodatku
masowe zalewanie pola naukowego pomieszana informacja prawdziwa i nieprawdziwa,
a przynajmniej niezweryfikowang i niepewna, moze byc bardzo grozne dla przysztosci
nauk doswiadczalnych.

Podsumowanie i perspektywy

Biolog strukturalny jest dzi§ w zupelnie innym §wiecie niz jeszcze 25 lat temu. Ma
w reku narzedzia, takie jak laser XFEL czy mikroskop cryo-EM, pozwalajace badaé
w bardzo krétkim czasie struktury nawet pojedynczych biomolekut, a takze sledzi¢ ich
przemiany w procesach biochemicznych. Na dodatek eksperyment wsparty jest potez-
nymi narzedziami obliczeniowymi, ze sztuczng inteligencja wlacznie. Czy pojawienie sie
na scenie Al oznacza koniec eksperymentu? Z cala pewnos$cia nie, przynajmniej w moz-
liwej do przewidzenia przyszlosci. Nawet jesli Al tatwo i szybko wygeneruje interesujacy
nas model, to w przypadku zupelnie nowego obiektu biostrukturalnego bedzie trzeba
i tak potwierdzi¢ go doswiadczalnie. A czy moze, jak to juz wielokrotnie prognozowano,
umrze krystalografia? Wydaje sie, ze w mozliwej do przewidzenia przyszto$ci na pewno
nie. Cho¢ jest to metoda trudna, gdyz w przeciwieristwie do innych wymaga pokonania
problemu krystalizacji, wyniki, jakich dostarcza, sa nieprzescignione pod wzgledem
jakos$ci, rozdzielczo$ci i mozliwosci weryfikacji w oparciu o bogate dane do§wiadczalne.
Poza tym innym metodom potrzebne sa wiarygodne modele do uczenia maszynowego
czy rozpoznawania obrazu. Wydaje sie wiec, ze oméwione metody beda wspdlistnialy
na zasadzie komplementarno$ci.

Podsumowujac nasza opowies¢, mozna powiedzied, ze biologia strukturalna przeszta
zfazy ,,problem driven” do fazy ,,technology driven”. Dzi$ to nie pytania badawcze inspi-
ruja inzynieréw, lecz na odwrét: niesamowite wprost osiagniecia techniki motywuja
badaczy do poszukiwania probleméw, do ktérych te nowoczesne technologie mozna by
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zastosowac. Jedno jest pewne: Zyjemy w czasach gwaltownej rewolucji — metodologicz-
nej i koncepcyjnej - w biologii strukturalnej. Trudno dobrze przewidzied, co czeka nas

w przyszlosci. Przewidywania sa zreszta zawsze niepewne, szczegdlnie gdy dotycza

przysztoéci.
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Biologia strukturalna: historia, terazniejszos¢ i perspektywy

Biologia strukturalna bada strukture przestrzenna, tj. 3D, makromolekut biolo-
gicznych, gtéwnie bialek i kwaséw nukleinowych. Poczatkowo utozsamiana byta
z krystalografia bialek, ktéra data jej poczatek. Metoda krystalograficzna polega
na badaniu struktury materialu biologicznego za pomoca dyfrakcji promieni X.
W latach 80. ubieglego wieku wsparcie przyszlo ze strony jadrowego rezonansu
magnetycznego (NMR), ale prawdziwy przelom nastapil w ostatniej dekadzie
wraz z rozwojem wysokorozdzielczej kriomikroskopii elektronowej (cryo-EM).
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W 1971 r. powolano Protein Data Bank (PDB) z misja gromadzenia wyznaczonych
eksperymentalnie struktur makromolekut. Po okresie powolnego wzrostu, w po-
towie lat 90. XX w. nastapita ,,eksplozja” PDB, zwiazana z rozwojem biotechnolo-
gii oraz z powszechnym zastosowaniem synchrotronowych zZrédel promieniowa-
nia X. W PDB jest obecnie ponad 210 tys. wyznaczonych doswiadczalnie struktur
makromolekul, a roczny przyrost siega 15 tys. Wiele z tych struktur, np. bialek
wirusa HIV czy SARS-CoV-2, ma znaczenie medyczne, gdyz na ich podstawie pro-
jektuje sie leki nowej generacji. Postep techniczny poszedt dalej i dzi$ dysponu-
jemy laserami rentgenowskimi na swobodnych elektronach (XFEL) o niewyobra-
zalnej jasno$ci promieniowania X. Umozliwia to skrécenie czasu naswietlania do
kilkunastu femtosekund oraz badanie krysztaléw o wymiarach nanometréw, a na-
wet pojedynczych molekul. Obok rewolucji na polu do$wiadczalnym, przetom
nastapit tez w metodach przewidywania struktury 3D bialek na podstawie ich sek-
wengji, tj. informacji jednowymiarowe;j. Stato sie to mozliwe dzieki algorytmom
uczenia maszynowego, ktére wytrenowano pod katem rozpoznawania w sekwen-
cjach biatek wzorcéw strukturalnych. Dla latwiejszych probleméw sztuczna inteli-
gencja (Al) potrafi znaleZ¢ poprawne rozwiazanie blyskawicznie. Dostepny pow-
szechnie serwer AlphaFold zaproponowat juz strukture dla ponad 200 mln biatek.
Inny serwer obiecuje miliard struktur, cho¢ wydaje sie, ze taka numerologiczna
sztuka dla sztuki traci juz sens. Czy pojawienie sie na arenie Al oznacza koniec
eksperymentu? Z cala pewnos$cia nie. Nawet jesli Al wygeneruje interesujacy nas
model, to w przypadku zupelnie nowego biatka trzeba bedzie i tak potwierdzic¢ go
do$wiadczalnie. Poza tym innym metodom potrzebne sa wiarygodne modele do
uczenia maszynowego czy rozpoznawania obrazu. Wydaje sie, ze oméwione meto-
dy beda wspdlistnialy na zasadzie synergii.

Stowa kluczowe: biologia strukturalna, krystalografia, dyfrakcja rentgenowska,
makromolekuly biologiczne

Structural biology:
its history, present status, and perspectives

Structural biology is concerned with the three-dimensional atomic structure of
the molecules of life, proteins and nucleic acids. It was born in mid-1950s with
a visionary application of X-ray diffraction to structure determination of protein
crystals, and for several decades “structural biology” and “protein crystallogra-
phy” were synonymous. In the 1980s structural biology received new experimen-
tal support from NMR spectroscopy, but a true breakthrough occurred only re-
cently, with the development of atomic-resolution cryo-electron microscopy (cryo-
EM), enabling direct visualization of macromolecular objects without the need
of growing crystals. The Protein Data Bank (PDB) was created in 1971 with me-
rely seven protein structures known. In mid-1990s the PDB entered an explosi-
ve growth phase, ignited by advances of biotechnological methods of protein
production and, even more importantly, by widespread use of synchrotrons
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as extremely powerful X-ray sources. The technological advances did not stop
there, and today we have on offer ever more powerful X-ray Free Electron Lasers
(XFELSs), producing astronomically bright femtosecond X-ray pulses, which allow
studying the structure of nanometer-sized crystals or even of single macromo-
lecules. Thanks to all those methodological developments, the PDB holds today
over 210,000 experimental macromolecular structures, many of which (such as
those related to HIV or SARS-CoV-2) have fundamental importance for medicine
as targets for rational drug design. In addition to innovative experimental
methodology, structural biology has recently seen a huge progress of artificial
intelligence (Al)-based methods of protein structure prediction, capable now of
quite accurate divination of the three-dimensional structure for billions of protein
sequences in very short time. However, those machine-learning algorithms, such
as AlphaFold, recognize patterns that have been seen before, while for truly new
sequences and for oligomeric proteins the prediction is still less than certain and
needs experimental validation. It appears then that experimental structural bio-
logy is not quite dead yet and will remain the main source of reliable novel
structural information for the foreseeable future.

Key words: structural biology, crystallography, X-ray diffraction, molecules of life



