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4.1 Wykaz powigzanych tematycznie artykutow naukowych H1-H11 stanowigcych podstawe
postepowania habilitacyjnego

Sumaryczny Impact Factor: 47.907
Liczba cytowan: 204
Liczba prac: 11

H1. Gilski, M. (2008).
Automation and remote synchrotron data collection.
Acta Phys. Pol. A114, 331-338.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: przygotowaniu koncepcji pracy, opracowaniu protokotow zdalnej

rejestracji danych synchrotronowych, przygotowaniu i przeprowadzeniu kilku zdalnych sesji pomiarowych w

osrodku synchrotronowym ESRF w Grenoble, przeprowadzeniu testow systemu EDNA, procesowanie
zarejestrowanych danych dyfrakcyjnych oraz przygotowaniu publikacji.

Moj udziat procentowy: 100%

IF(2008)=0.321, IF5=0.497, liczba cytowan: 2

H2. Gilski, M. (2012).
Data Processing Programs for Analysis of Diffraction Images of Macromolecular Crystals
Recorded using Synchrotron Radiation.
Acta Phys. Pol. A121, 871-875.
Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji pracy, selekcji zestawow dyfrakcyjnych
danych synchrotronowych odpowiednich do testow, opracowanie dedykowanych protokotdw obrobki dla
poszczegdlnych zestawdw danych, przetwarzanie surowych danych za pomocg réznych programéw i algorytméw,
analizie otrzymanych wynikow oraz przygotowaniu publikacji.
M0j udziat procentowy: 100%
IF(2012)=0.531, IF5=0.497, liczba cytowan: 1

H3. Khatib, F., Dimaio, F., Cooper, S., Kazmierczyk, M., Gilski, M., Krzywda, S., Zabranska,
H., Pichova, I., Thompson, J.,Popovic, Z., Jaskolski, M. & Baker, D. (2011).

Crystal structure of a monomeric retroviral protease solved by protein folding game players.
Nature Struct. Mol. Biol., 18(10), 1175-1177.

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na: testowaniu réznorodnych tradycyjnych metod rozwigzania struktury,
opracowaniu niestandardowych protokotéw dla metody podstawienia czgsteczkowego, wyborze i optymalnej
obrébce zestawu obrazéw dyfrakcyjnych, opracowaniu strategii udoktadniania oraz udziale w udoktadnianiu

modelu struktury, analizie wynikéw i przygotowaniu publikacji.
Moj udziat procentowy szacuje na: 25%

IF(2011)=12.712, IF5=12.479, liczba cytowan: 134

H4. Gilski, M., Kazmierczyk, M., Krzywda, S., Zabranska, H., Cooper, S., Popovic, Z., Khatib,
F., DiMaio, F., Thompson, J., Baker, D., Pichova, I. & Jaskolski, M. (2011).
High-resolution structure of a retroviral protease folded as a monomer.
Acta Cryst. D67, 907-914, IF5=9.574, cyt. 5
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: wyborze i optymalnej obrobce zestawu obrazéw dyfrakcyjnych,
manualnej przebudowie wstepnego modelu struktury, opracowaniu protokotu i strategii udokladniania,
obliczeniach krystalograficznych oraz udziale w udokfadnianiu modelu struktury, analizie wynikow i
przygotowaniu publikacji.

Moj udziat procentowy szacuje na: 40%

IF(2011)=12.619, IF5=9.585, liczba cytowan: 5
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H5. Wierzbicki, M., Gilski, M., Rissanen, K. Jaskolski, M. & Szumna, M. (2014).
Experiences with applications of macromolecular tools in supramolecular crystallography.
CrystEngComm. 16, 3773-3780.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu strategii rozwigzania struktury supramolekularnej
metodg podstawienia czgsteczkowego, opracowaniu niestandardowych protokotéw uzytych w metodzie
podstawienia czasteczkowego i procesie udoktadniania, przygotowanie skryptow do konwersji danych, rozwigzaniu
struktury i manualnej przebudowie wstepnego modelu, wykonaniu i poréwnaniu efektywnosci metody podstawienia
czasteczkowego dla réznych modeli, udziat w analizie wynikow i przygotowaniu publikacji.

Moj udziat procentowy szacuje na: 50%

IF(2014)=4.034, IF5=4.022, liczba cytowan: 2

H6. Drozdzal, P., Gilski, M. Kierzek, R. & Jaskolski, M. (2013).
Ultrahigh-resolution crystal structures of Z-DNA in complex with Mn?* and Zn?* ions.
Acta Cryst. D69, 1180-1190.

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na: rejestracji synchrotronowych danych dyfrakcyjnych, optymalnej
obrébce danych dyfrakcyjnych, opracowaniu strategii i wysokorozdzielczych protokétow udoktadniania programem
SHELXL, przygotowaniu zestawu poprawnych wiezéw geometrycznych dla kwaséw nukleinowych, nadzorowaniu
procesu udokfadniania i walidacji modelu, udziat w analizie wynikéw i przygotowaniu publikacji.

Moj udziat procentowy szacuje na: 50%

IF(2013)=7.232, IF5=9.585, liczba cytowan: 3

H7. Drozdzal, P., Gilski, M., Kierzek, R., Lomozik, L. & Jaskolski, M., (2015).
High-resolution crystal structure of Z-DNA in complex with Cr3* cations.
J. Biol. Inorg. Chem. 20, 595-602.

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na: rejestracji synchrotronowych danych dyfrakcyjnych, optymalnej
obrébce obrazéw dyfrakcyjnych, opracowaniu strategii i wysokorozdzielczych protokétow udoktadniania
programem REFMACS, przygotowaniu zestawu poprawnych wiezdw geometrycznych dla kwaséw nukleinowych,
korekcie btednych wartosci w bibliotece stereochemicznej programu REFMACS5, nadzorowaniu procesu
udoktadniania i walidacji modelu, udziat w analizie wynikéw i przygotowaniu publikacji.

Moj udziat procentowy szacuje na: 50%

IF(2014)=2.538, IF5=2.894, liczba cytowan: 1

H8. Gilski, M., Drozdzal, P., Kierzek, R. & Jaskolski, M. (2016).

Atomic-resolution structure of a chimeric DNA-RNA Z-type duplex in complex with Ba?* ions:
a case of complicated multi-domain twinning.

Acta Cryst. D72, 211-223.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: rejestracji synchrotronowych danych dyfrakcyjnych, obrébce
wszystkich  zestawow surowych danych dyfrakcyjnych, opracowaniu optymalnych protokotéw detekcji
zblizniaczenia, pseudosymetrii oraz procedur do jednoznacznego okre$lenia grupy przestrzennej, przygotowaniu
dedykowanych skryptow do transformacji wspotrzednych i wskaznikowania reflekséw miedzy roznymi uktadami
krystalograficznymi i grupami przestrzennymi, opracowaniu wysokorozdzielczych strategii i protokotow
udoktadniania programami SHELXL i REFMAC5 dla skomplikowanych przypadkéw ze zblizniaczeniem i
pseudosymetria, przygotowaniu zestawu poprawnych wiezéw geometrycznych dla kwaséw nukleinowych, korekcie
btednych wartosci w bibliotece stereochemicznej programu REFMACS, nadzorowaniu wszystkich etapdw procesu
udoktadniania i walidacji modelu, udziat w analizie wynikéw i przygotowaniu publikacji.

M0j udziat procentowy szacuje na: 80%

IF(2014)=2.680, IF5=9.585, liczba cytowan: 0

H9. Jaskolski, M., Gilski, M., Dauter, Z. & Wlodawer, A. (2007).

Stereochemical restraints revisited: how accurate are refinement targets and how much should
protein structures be allowed to deviate from them?

Acta Cryst. D63, 611-620.

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na: udziale w zainicjowaniu projektu, analizie statystycznej parametrow
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geometrycznych aminokwaséw na podstawie strukturalnych baz danych CSD i PDB, poréwnaniu otrzymanych
wynikéw ze standardowymi bibliotekami stereochemicznymi, obliczenia statystyczne, udziale w dyskusji ze
wspdtautorami o tresci artykutu oraz udziale w analizie wynikdw i przygotowaniu publikacji.

M0j udziat procentowy szacuje na: 40%

IF(2007)=2.620, IF5=9.585, liczba cytowan: 48

H10. Jaskolski, M., Gilski, M., Dauter, Z. & Wlodawer, A. (2007).
Numerology versus reality: a voice in a recent dispute.
Acta Cryst. D63, 1282-1283.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: udziale w zainicjowaniu projektu, udziale w dyskusji ze
wspotautorami o tresci artykutu oraz udziale w analizie wynikow i przygotowaniu publikacji.
M0j udziat procentowy szacuje na: 40%

IF(2007)=2.620, IF5=9.585, liczba cytowan: 8

H11. Gilski, M. (2014).
Wysokorozdzielcza krystalografia makromolekut.
Wiad. Chem. 68, 587-607, IF5=0, cyt. 0

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji pracy (publikacja przegladowa na

zaproszenie edytoréw), wybor projektéw ilustrujgcych poszczegélne etapy okreslania wysokorozdzielczej struktury
krystalicznej, przygotowanie publikaciji.

Moj udziat procentowy: 100%

IF(2014)=0, IF5=0, liczba cytowan: 0

Suma dla prac H1-H11 IF =47.907, IF5 = 68.314, liczba cytowan: 204

W tabeli podano warto$ci parametru Impact Factor (IF) zgodne z roku publikacji (dla artykutow opublikowanych w
roku 2014 i pézniej podano wartos¢ z roku 2014).

Symbol IF5 oznacza aktualny piecioletni Impact Factor.

Cytowania podane sg zgodnie z baza I1SI Web of Science (11.06.2016r.).
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Metodyczne aspekty wysokorozdzielczej krystalografii makromolekut

W prezentowanym autoreferacie zawarty jest opis osiggniecia naukowego udokumentowanego
cyklem powigzanych tematycznie prac (H1-H11), dotyczacych nowych lub usprawnionych
metod stosowanych na kolejnych, roznych etapach okreSlania trojwymiarowej struktury
krystalicznej makromolekut, od momentu otrzymania krysztatu poprzez rejestracje i obrobke
danych dyfrakcyjnych, rozwigzanie i udokiadnienie struktury, az do koncowej walidacji
uzyskanego modelu struktury. W kazdym z tych etapow wykorzystano nowe lub usprawnione
metody lub protokoty postepowania. Oprocz tego niezwykle waznym poznawczo efektem tych
dziatan sg wyniki strukturalne, przedstawione w pracach (H2-H8). Wszystkie opisane ponizej
struktury byly do tej pory nieznane a ich szczeg6towy opis i analiza stanowi duzg warto$¢ i

nowos¢ naukowa.

1. Wprowadzenie

Dzieki rozwojowi metodyki, nowych zaawansowanych technologii oraz technik obliczeniowych
I laboratoryjnych, w ostatnich dekadach nastapit okres rozkwitu krystalografii makroczasteczek.
Dzi$ bank struktur biatkowych PDB (Protein Data Bank; Berman et al., 2000) zawiera
informacje o budowie przestrzennej prawie 120 tys. makromolekut i powieksza sie w tempie ok.

10 tys. struktur rocznie.

Wspotczesna krystalografia makromolekut opiera sie na metodyce rozwijanej i udoskonalanej od
wielu dziesiecioleci, ktdra czesto uzywana jest rutynowo, poprzez procedury implementowane w
wielu programach i pakietach oprogramowania krystalograficznego. Metody te sg sprawdzone i
przetestowane dla wielu réznorodnych typowych przypadkow. Wiele takich ,,pakietow” posiada
dedykowane interfejsy uzytkownika ufatwiajace uzycie programéw dla standardowych
przypadkow, jednak z reguty nie pozwalajg one na wykorzystanie wszystkich zaawansowanych
mozliwosci ukrytego pod nimi oprogramowania. Jednakze w miare wzrostu liczby struktur, ktére
stajg sie potencjalnymi obiektami badan, coraz czeSciej zdarzajg sie przypadki, kiedy
»Standardowa” metodyka nie jest wystarczajaca do rozwigzania ztozonego problemu, jakim jest
rozwiktanie przestrzennej struktury biatek lub kwaséw nukleinowych. W takich przypadkach, w
zaleznosci o stopnia skomplikowania problemu, konieczne jest zastosowanie niestandardowego
podejscia polegajacego na taczeniu wielu réznych metod, zaréwno juz istniejgcych, ich
indywidualnych modyfikacji, jak réwniez nowych, opracowanych w celu rozwigzania

konkretnego zagadnienia.
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Proces okre$lania struktury krystalicznej biomolekuty mozna wyobrazi¢ sobie jako sekwencje
operacji takich jak (i) produkcja biatka, (ii) krystalizacja, (iii) rejestracja i obrobka danych
dyfrakcyjnych, (iv) rozwigzanie struktury, (v) budowa modelu i udoktadnianie oraz (vi)
walidacja i deponowanie wynikow, (H1; Stevens & Wilson, 2001). W celu przyspieszenia catego
procesu prébowano opracowac powtarzalne protokoty zmierzajace do usprawnienia i czesciowej
automatyzacji niektérych procedur. Pomimo wielu réznych préb, do tej pory nie udato sie
stworzy¢ jednolitego systemu sterujacego wszystkimi operacjami skiadajacymi sie na proces
prowadzacy do okreSlenia struktury, ktéry bytby powszechnie uzywany. Zestawy programow
opisywane jako systemy do automatycznego okreSlania struktury (“automated structure-
determination pipelines”) takie jak ACrs (Brunzelle et al., 2003); ELVES (Holton & Alber, 2004)
i SGXpro (Fu et al., 2005) sg probami potaczenia i przetwarzania potokowego Kilku etapow
procesu okreslania struktury. Podobnie jak w przypadku systemow rozwijanych w ramach
projektéw Genomiki Strukturalnej (GS), ktore startujac od surowych danych dyfrakcyjnych, np.
HKL3000 (Minor et al., 2006), lub bazujac na danych wstepnie przetworzonych, jak w Auto-
Rickshaw (Panjikar et al., 2005) lub autoSHARP (Vonrhein et al., 2007), prébujg w sposob
czeSciowo automatyczny rozwigzaé strukture, zbudowa¢ model i wstepnie udoktadni¢ model
makroczasteczki. Niestety sukces tego rodzaju systemOw jest ograniczony do przypadkow
typowych charakteryzujacych sie dobrg jakoscig danych eksperymentalnych lub, jak to jest
rowniez w przypadku systemu phenix.ligand_pipeline (Echols et al., 2014), do przypadkdéw dla
ktorych istnieje dobry model makroczasteczki, ktory moze by¢ uzyty w metodzie podstawienia
czasteczkowego (MR). Ze wzgledu na stopien ztozonosci catego procesu okreSlania struktur
makromolekut, stworzenie jednolitego, uniwersalnego i nie wymagajgcego interwencji
uzytkownika systemu jest raczej niemozliwe, lecz niektére poszczegllne etapy tego procesu
moga by¢ w duzej czesci zautomatyzowane. Przyktadem moze by¢ uzycie systemu eksperckiego
EDNA (Incardona et al., 2009) i zestawu zaawansowanych robotow do przeprowadzenia zdalnie
kontrolowanej rejestracji synchrotronowych danych dyfrakcyjnych (H1; Jaskolski & Gilski,
2007).

Z drugiej strony coraz czesciej pojawiajg sie przypadki waznych projektow strukturalnych,
ktorych ptynny przebieg zostaje zatrzymany na pewnym etapie z powodu nieoczekiwanych
trudnosci z pokonaniem niektorych problemow. llustracjg takich przypadkéw moze by¢ np. (i)
bardzo istotna z medycznego punktu widzenia struktura monomeru proteazy retrowirusa (H3;
H4); (i) struktura chimery DNA-RNA (H8); (iii) struktura supramolekularnej kapsuty, ztozonej

z dwdch czasz utworzonych z kaliks[4]rezorcynarenu z aminokwasowymi ramionami (H5); (iv)
;
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struktura L-asparaginazy z bakterii Rhizobium etli, potencjalnego leku przebiataczkowego; czy
(v) struktura roslinnej cystatyny z Dactylis glomerata. Struktury (i)-(iii) zostaty rozwigzane i
udoktadnione dzieki zastosowaniu niestandardowych metod (pierwsza po 10, druga po 2 latach

badan); prace nad rozwiktaniem struktur (iv) i (v) nie sg jeszcze zakonczone.

Innymi problemami sg aspekty metodyczne zwigzane np. (a) z optymalng obrobka surowych
danych dyfrakcyjnych (H2); (b) ze zgodnoscig modelu z regutami stereochemii (H9; H10); czy
(c) z optymalnymi protokotami udoktadniania wysokorozdzieczego (H6; H7; H11).

2. Rejestracja i przetwarzanie dyfrakcyjnych danych synchrotronowych

Rejestracja dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego na badanym krysztale jest w zasadzie
ostatnim eksperymentalnym etapem procesu majacego na celu ustalenie tréjwymiarowego
modelu makromolekuty. Jednoczesnie jest to kluczowy etap, w wyniku ktoérego otrzymujemy
zestaw danych (wskazniki h, k, | refleksébw oraz ich intensywnosci), ktére sg podstawg do
wszystkich dalszych etapdw obliczeniowych. Dlatego tez sposéb rejestracji danych
dyfrakcyjnych oraz ich przetwarzania majg istotny wplyw na jakosS¢ i wiarygodnosé
wyznaczonej ostatecznie struktury. W ostatnich latach powstato wiele lokalnych i
miedzynarodowych projektow Genomiki Strukturalnej majacych na celu okreslenie w jak
najszybszym czasie maksymalnie duzej liczby struktur makromolekut. Jest to Scisle powigzane z
wysoko-wydajnym sekwencjonowaniem catych genomow kolejnych organizméw. Zdecydowana
wiekszos¢ danych dyfrakcyjnych dla krysztatdw biatek i kwasow nukleinowych jest obecnie
rejestrowana przy uzyciu promieniowania synchrotronowego dostepnego w Kilkudziesieciu
wielkich osrodkach synchrotronowych. Dlatego tez w projektach GS, ktére w duzym stopniu
zalezne sg od dostepu do tych osrodkéw, kiadzie sie ogromny nacisk na jak najwieksza

automatyzacje catego procesu okreslania struktury.
2.1 Zdalna rejestracja danych dyfrakcyjnych

Znaczne sukcesy automatyzacji mozna zaobserwowac na etapie produkcji i krystalizacji biatek,
gdzie obecnie na szerokg skale wykorzystywane sg wyspecjalizowane roboty, ktore potrafig np.
przygotowac tysigce prob krystalizacyjnych w czasie godzin lub minut (Zhu et al., 2014).
Roboty i automatyka staty sie rowniez powszechne na wszystkich makromolekularnych liniach
pomiarowych dziatajagcych w osrodkach synchtronowych. W ramach wielu europejskich
projektéw, takich jak np. Structural Proteomics In Europe (SPINE) (Betova et al., 2006),
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Biocrystallography (X) on a Highly Integrated Technology Platform for European Structural
Genomics (BIOXHIT; http://www.bioxhit.org), e-Science Resource for High-Throughput Protein
Crystallography (e-HTPX; http://www.e-htpx.ac.uk) oraz AutomateD CollectioN of DatA (DNA;
Leslie et al., 2002) opracowywane byty standardy oraz rozwijano oprogramowanie stuzgce do
automatyzacji rejestracji danych, umozliwiajace zdalng kontrole nad eksperymentem
synchrotronowym. Ogniwem Kktore integruje wszystkie kolejne procedury konieczne do
automatycznej i zdalnej rejestracji danych dyfrakcyjnych jest system EDNA (poprzednia nazwa
DNA) (Incardona et al., 2009; H1; Jaskolski & Gilski, 2007). Jest to system ekspercki, ktory na
podstawie wstepnych danych dyfrakcyjnych jest w stanie podejmowac decyzje majgce na celu
rejestracje danych w sposob optymalny i efektywny. EDNA zawiera moduty pozwalajgce na
automatyczne montowanie/usuwanie oraz centrowanie badanego krysztalu w wigzce
promieniowania rentgenowskiego oraz, po ustaleniu parametréw i strategii pomiaru, dokonaé
rejestracji oraz wstepnej obrobki kompletnego zestawu obrazow dyfrakcyjnych. Okazato sie, ze
caty ten proces moze byc tatwo kontrolowany zdalnie, przy uzyciu sieci Internet i komputera
oddalonego nawet o tysigce kilometrow od linii pomiarowej (H1; Jaskolski & Gilski, 2007;
Gilski, 2007). System EDNA jest obecnie podstawowym modutem do wstepnej charakterystyki
oraz planowania strategii pomiaréw dyfrakcyjnych uzywanym przez wiekszos¢ europejskich
osrodkdw synchrotronowych (Svensson, 2016). Stato sie to mozliwe dzieki doktadnym testom,
ktorym zostal poddany caty system. Pierwsze, zakonczone sukcesem testy zdalnego uzycia
systemu EDNA zostaty przeprowadzone ponad 10 lat temu w poznanskim Centrum TID
(Training, Implementation and Dissemination Center) dziatajgcym w  Centrum Badan
Biokrystalograficznych (CBB) Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w ramach europejskiego
programu BIOXHIT (H1; Jaskolski & Gilski, 2007; Gilski, 2007). Podczas jednego z wyktadow,
prowadzonych w czasie regularnych corocznych warsztatdbw biokrystalogaficznych dla
doktorantéw i studentéw z catej Europy organizowanych przez poznanskie Centrum TID,
przeprowadzitem na zywo zdalnie kontrolowang sesje rejestracji danych dyfrakcyjnych na linii
ID29 w os$rodku synchrotronowym ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) w
Grenoble. W trakcie sesji zaprezentowatem nastepujgce mozliwosci: (i) zdalnego sterowania
robotem umieszczajagcym, zamrozone w ciektym azocie, krysztaty w wigzce promieniowania
rentgenowskiego; (ii) centrowania krysztatu; (iii) jego wstepnej charakterystyki przy uzyciu
systemu EDNA; (iv) ustawienia optymalnych parametréw linii pomiarowej 1D29; (v) rejestracji
kompletnego zestawu danych dyfrakcyjnych; oraz (vi) transferem wstepnie przetworzonych
danych oraz surowych obrazéw dyfrakcyjnych na lokalny komputer wyktadowcy w Poznaniu
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(H1; Jaskolski & Gilski, 2007; Gilski, 2007). Wydarzenie to, ktére powtorzytem podczas kilku
innych wyktadéw, wzbudzito duze zainteresowanie Srodowiska naukowego, czego przejawem
byta rejestracja wyktadu przez Uniwersyteckie Studio Filmowe UAM oraz emisja na antenie TV
WTK w ,,Magazynie akademickim - Z Zycia Uniwersytetu”. Zostato ono réwniez opisane (w
polskiej i angielskiej wersji jezykowej; Jaskolski & Gilski, 2007) w wydawanym przez PAN,
popularnonaukowym kwartalniku Academia, promujgcym w kraju i za granicg osiggniecia
polskich badaczy. Ten sposob rejestracji danych zostat w pozniejszym okresie wykorzystany do
rutynowych pomiarow zwigzanych z projektami badawczymi realizowanymi w CBB w

Poznaniu.
2.2 Przetwarzanie danych dyfrakcyjnych

Niezaleznie od tego, czy obrazy dyfrakcyjne zostaty zarejestrowane automatycznie, zdalnie czy
pod osobistym nadzorem badacza, kolejnym krokiem musi by¢ prawidlowa i optymalna
procedura obrébki danych polegajgca na wskaznikowaniu, integracji i skalowaniu intensywnosci
zarejestrowanych refleksow. Rowniez w tym przypadku, szczegdlnie w ostatnich latach,
pojawiaja sie proby czesciowej automatyzacji. Jednym z bardziej udanych rozwigzan jest system
XDSAPP (Krug et al., 2012) oparty na rozwijanym i testowanym od lat 80-tych XX. wieku,
pakiecie programow XDS (Kabsch, 2010). XDSAPP jest w zasadzie interfejsem graficznym
programu XDS z elementami systemu eksperckiego, ktory w jednoznacznych przypadkach jest w
stanie przetworzy¢ dane dyfrakcyjne przy niewielkim udziale uzytkownika. Jednakze, jak
wskazuje praktyka, nawet w takich przypadkach manualna optymalizacja parametréw dokonana
przez doSwiadczonego badacza pozwala uzyskaC wyzszg jako$¢ i wiarygodnos¢ koncowych

wynikow (H2).

Do grupy najczesciej obecnie uzywanych programéw przeznaczonych do obrdbki surowych
obrazéw dyfrakcyjnych nalezg: HKL2000 (Otwinowski & Minor, 1997), MOSFLM (Leslie,
1992), d*TREK (Pflugrath, 1999) oraz wspomniany juz pakiet XDS. Programy te sg rozwijane i
testowane od wielu lat, oparte sg na podobnych algorytmach i dla wiekszosci typowych
wynikéw pomiaru dyfrakcyjnego dajg podobny wynik koricowy. Réznice jednak uwypuklajg sie
w przypadkach trudnych lub nietypowych. Jak wykazatem w pracy H2, przetwarzanie
niektorych danych dyfrakcyjnych, szczegodlnie tych najciekawszych, z reguty nie jest trywialne i
wiekszos¢ automatycznych czy poétautomatycznych procedur zawodzi. W takich przypadkach
niezbedny jest dob6r odpowiedniego narzedzia przetwarzajagcego dane oraz reczne

zoptymalizowanie wielu skorelowanych parametréw kontrolnych, a niekiedy zastosowanie
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eksperckich skryptow, do czego konieczne jest duze doSwiadczenie oraz dogtebna znajomosc i

zrozumienie catego procesu i sposobu dziatania programu.

Przyktadem takiego przypadku mogg by¢ synchrotronowe dane dyfrakcyjne (NRAD,
rozdzielczo$¢ 1.58 A) krysztatu biatka RadA z archeonta Pyrococcus horikoshii (Wlodawer,
2007; Oeemig, 2012; Rys. 1). Wizualna ocena obrazoéw dyfrakcyjnych natychmiast wykazata
ewidentne niemeroedryczne zblizniaczenie krysztalu uzytego do pomiardéw. Jednakze
poczatkowo wszystkie wyzej wymienione programy, ktore uzywatem do obrdébki danych w
trybie standardowym daty w miare dobrej jakosci dane oparte tylko na refleksach pochodzacych
od dominujacej domeny. Dalsza manualna optymalizacja i powtérna obrobka danych przy
uzyciu programu XDS i opracowanych protokotdéw i skryptéw zaktadajgcych wielodomenowe
zbliZzniaczenie (H2), umozliwiata mi otrzymanie dwdch niezaleznych i kompletnych zestawow
danych, pochodzacych od dwoch domen krysztatu, ktére co wiecej reprezentowaty dwie rézne
formy krystaliczne z parametrami komorki elementarnej réznigcymi sie o ponad 5%. Oprocz
tego, uzyskane przeze mnie zestawy danych charakteryzowaty sie lepszymi parametrami
okreslajgcymi ich jako$¢, np. wskaznik Rmerge Zmniejszyt sie z 8.6 do 7.5% (dla dominujacej
domeny), uzyskano znaczaco lepsza rozdzielczo$é (1.45 zamiast 1.58 A) oraz o ponad 6000

wieksza liczbe niezaleznych refleksow (H2).

Rys. 1. Fragment obrazu dyfrakcyjnego krysztatu NRAD z natozonymi pozycjami reflekséw (kdtka) przewidywanymi
dla danej komorki i grupy przestrzennej. Nie wszystkie pozycje refleksow sg zgodne z przewidywaniami, co jest
zwigzane z niemeroedrycznym zblizniaczeniem (H2).

Innym przyktadem niestandardowego przetwarzania danych jest ponowna obrdbka obrazow
dyfrakcyjnych krysztatdw heksameru Z-DNA sekwencjg d(CGCGCG), na podstawie ktorych
okre$lono strukture kwasu nukleinowego o rekordowo wysokiej rozdzielczosci 0.55 A

(Brzezinski et al., 2011). Po ponownym przeprocesowaniu danych przy uzyciu pakietu XDS
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uzyskatem ostateczny zestaw danych o rozdzielczosci 0.53 A o wysokiej jakosci i kompletnosci,
ktory zawierat ponad 1700 refleksow wiecej niz pierwotny zestaw danych (H2). Dane te sg
obecnie wykorzystane do badan deformacji gestosci elektronowej ukazujagcej odchylenia od
powszechnie stosowanego podczas udoktadniania modelu atomu sferycznego. Struktura Z-DNA
zostata ponownie udoktadniona z wykorzystaniem modelu multipolowego atomu. Otrzymany w
ten spos6b model struktury charakteryzuje sie niezwyklg precyzja, uwidaczniajac elementy
struktury np. podwdjne konformacje, ktérych nie mozna bylo zaobserwowaé w strukturze
udoktadnionej w klasyczny sposéb. Jest to pierwsza struktura kwasu nukleinowego
udoktadniona multipolowo (Guillot et al., 2016; dane niepublikowane, publikacja w trakcie

przygotowania, moj wkiad do tej pracy szacuje na ok. 30%).

Z powyzszych rozwazan wynika, ze rejestracja i przetwarzanie dyfrakcyjnych danych
synchrotronowych moga by¢ w duzej mierze wykonywane zdalnie oraz w sposéb czesciowo
automatyczny. Specjalistyczne systemy pozwalajg na zdalne wykonanie eksperymentu, co
zwigzane jest tez w istotny sposéb z kosztami prowadzonych badan. Jednakze coraz czesciej
krystalografowie muszg poradzi¢ sobie rowniez z przypadkami, w ktérych rutynowe uzycie
zastosowanych w programach procedur jest niewystarczajace, co zostato opisane przeze mnie w
pracach H1 i H2.

3. Niestandardowe metody rozwigzywania struktur krystalicznych

Dysponujgc zestawem eksperymentalnych amplitud czynnikéw struktury (lub intensywnosci
refleksow), otrzymanych w wyniku rejestracji oraz przetwarzania danych dyfrakcyjnych, mozna
podja¢ kolejny krok prowadzacy do rozwigzania struktury. Etap ten jest z matematycznego
punktu widzenia jednym z najtrudniejszych oraz ma kluczowe znaczenie dla dalszego przebiegu
catego procesu. Gtébwnym jego celem jest rozwigzanie jednego z fundamentalnych problemoéw
krystalografii rentgenowskiej, tzw. ,problemu fazowego”. We wspotczesnej krystalografii
makromolekut gtdbwnymi metodami rozwigzania problemu fazowego sg podstawienie
czasteczkowe (Molecular Replacement, MR; Rossmann & Blow, 1962) oraz metoda polegajaca
na wprowadzeniu do struktury atomow o specjalnych wiasciwosciach dyfrakcyjnych. W
uproszczeniu, podstawienie czasteczkowe polega na uzyciu, jako przyblizonego modelu,
makroczasteczki o podobnej strukturze, np. jej mutanta lub homologu, oraz poréwnania
dyfrakcji obserwowanej eksperymentalnie z transformatg Fouriera obliczong teoretycznie. Druga

metoda rozwigzania problemu fazowego polega na wprowadzeniu do krysztatu (np. poprzez
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nasgczanie, lub modyfikacje niektorych aminokwasow), bez zaburzenia jego struktury, atomu o
duzej liczbie elektronéw (,,ciezkiego™) dajacego silng dyfrakcje rentgenowska lub takiego, dla
ktorego mozna zarejestrowaé dyfrakcje anomalng i na tej podstawie wyznaczy¢ wstepne fazy
(Dauter & Jaskolski, 2011).

Jak wspomniano wyzej, metody rozwijane i uzywane przez ostatnie dziesieciolecia rozkwitu
krystalografii biatek i kwasdéw nukleinowych nie zawsze jednak pozwalajg rozwigzac¢ nietypowe

problemy napotykane na drodze prowadzacej do rozszyfrowania struktury makromolekut.

3.1 Struktura proteazy wirusa M-PMV

Doskonatym przyktadem tego typu problemoéw moze by¢ struktura monomeru proteazy (PR)
matpiego wirusa Masona—Pfizera (M-PMV) powodujacego zesp6t nabytego niedoboru
odpornosci (Simian Acquired Immunodeficiency Syndrome, SAIDS) u azjatyckich matp z
rodzaju Macaca (H3; H4). Ze wzgledu na fakt, ze retrowirus M-PMV jest bliskim kuzynem
wirusa HIV, odpowiedzialnego za chorobe AIDS u ludzi, poznanie struktury monomerycznej
formy tej PR moze pozwoli¢ na opracowanie nowych lekéw stosowanych w zwalczaniu innych
infekcji retrowirusowych, rowniez takich jak w przypadku AIDS.

Pomimo udanych eksperymentdéw krystalizacyjnych, w wyniku ktorych otrzymano kilka form
krystalicznych proteazy M-PMV w postaci monomeru, a takze rejestracji wielu zestawow
wysokiej jakosci danych dyfrakcyjnych i przeprowadzeniu optymalnej obrébki tych danych,
przez ponad dziesieC lat nie udato sie rozwigzac struktury tego biatka. Z pozoru byt to idealny
przypadek dla uzycia klasycznej metody podstawienia czgsteczkowego — obiektem badan jest
mate biatko o masie czasteczkowej 13 kDa (114 reszt aminokwasowych); istnieje wiele znanych
struktur krystalicznych proteaz retrowirusowych z rodziny retropepsyn w formie dimerycznej
(Wlodawer & Gutchina, 2000), ktére mogty stuzy¢ jako modele w procedurze MR; znany jest
monomeryczny model PR M-PMV otrzymany metodg rezonansu magnetycznego NMR
(Veverka et al., 2003); dane dyfrakcyjne charakteryzujg sie wysoka rozdzielczoscig i bardzo
dobrg jakos$cig. Jednakze wszystkie proby zastosowania metody MR wraz z modelami tak w
formie dimerycznej, jak i pojedynczych podjednostek oraz modelu monomeru PR (otrzymanego
metodg NMR) zawiodty. ROwniez zastosowane przeze mnie wszystkie znane zaawansowane
protokoty wykorzystujagce metode MR i jej rdéznorodne modyfikacje nie przyniosto

spodziewanych wynikow.

13



Dr Mirostaw Gilski — Autoreferat
Wydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Zalacznik 2

Rys. 2. Natozenie roznych modeli stosowanych podczas préb rozwiazania struktury M-PMV PR metoda
podstawienia czasteczkowego. Ostatecznie okre$lona struktura krystaliczna jest pokazana w kolorze niebieskim. (a)
Na zielono: najlepszy model stworzony przez graczy gry Foldit. (b) Na z6to: najlepszy model zbudowany przy
uzyciu protokotu ,,rebuild-and-refine” programu Rosetta startujgcy z modelu NMR. (c) Na czerwono: model z
protokolu ,,relax” programu Rosetta. (d) W kolorze turkusowym: model z modulu CS-Rosetta stosujgcego

przesuniecia chemiczne jako wiezy (H3).

Nastepnie podjeto préby zbudowania odpowiedniego modelu, na podstawie dostepnych
podobnych struktur i metod bioinformatycznych. Zbudowanie modelu, ktéry bytby podobny do
rzeczywistej struktury monomeru proteazy M-PMV, a nastepnie znalezienie wstepnych faz
mogtoby doprowadzi¢ do rozwigzania struktury. Jedng z takich metod jest nowy algorytm
mr_rosetta (DiMaio et al., 2011), ktéry jest potgczeniem, bioinformatycznego programu Rosetta
(Rohl et al., 2004), najbardziej skutecznego (Bonneau et al., 2001; Bradley et al., 2003; Lesk et
al., 2001) systemu do przewidywania in silico trojwymiarowych struktur biatek, z algorytmem
podstawienia czasteczkowego. Mr_rosetta probuje zbudowaé nowy model na podstawie znanych
podobnych struktur wykorzystujgc jednoczesnie eksperymentalne dane dyfrakcyjne jako wiezy.
Po bardzo czasochtonnych obliczeniach, wykorzystujacych m.in. rézne protokoty i moduty
systemu Rosetta, metoda mr_rosetta, ktdra zostata uzyta wczesSniej do rozwigzania wielu
trudnych struktur makromolekut (DiMaio et al., 2011), wygenerowata co prawda zestaw
najbardziej korzystnych energetycznie modeli biatka, lecz niestety zaden z nich nie byt
wystarczajgco dobry, by postuzy¢ do rozwiagzania struktury (H3; H4; Rys. 2).

Moduty systemu Rosetta wykorzystywane sg w wielu narzedziach bioinformatycznych
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(Kaufmann, 2010) stuzacych np. do dokowania biatek i matych czasteczek w strukturze,
modelowania petli oraz projektowania biatek. Jednym z ciekawszych zastosowan funkcji
szacowania energii pakietu Rostetta jest uzycie jej w internetowej grze komputerowej Foldit
(Cooper et al., 2010), w ktorej tysigce graczy z catego Swiata probuje pomoc w rozwiktaniu
niektérych problemdéw zwigzanych z przewidywaniem struktur makroczasteczek. Moduty z
systemu Rosetta sg uzywane do wyznaczania energii konformacyjnej modeli zbudowanych przez
graczy, co jest podstawg punktacji w grze oraz elementem wspdétzawodnictwa.

W grze tej gracze z catego Swiata (kilkaset tysiecy zarejestrowanych) samodzielnie, lub tworzac
nieformalne grupy, probuja rozwigzaC zadania postawione przez autorOw gry. Zadania te
polegajg na takim przestrzennym manipulowaniu otrzymanym wstepnym modelem
makromolekuty, aby uzyskac najbardziej korzystng energetycznie konformacije.

Do puli zadan dostepnych dla graczy Foldit dodaliSmy w 2011 roku nowy cel: stworzenie
takiego modelu proteazy M-PMV (H3; H4), ktéry pozwolitby uzyskaé wstepne fazy i
ostatecznie rozwigzaC strukture Kkrystaliczng metoda MR. Startujgc ze wspotrzednych
atomowych struktury NMR 1nso (Veverka et al., 2003) w czasie trzech tygodni gracze, ktérzy w
wiekszosci nie mieli zadnych zwigzkéw z naukg i nie znali w zaawansowanym stopniu
biochemii i biologii strukturalnej, wygenerowali ponad milion réznych modeli proteazy M-PMV
(H3; H4). Okazato sie, ze jeden z tych modeli, po uzyciu go w metodzie podstawienia
czasteczkowego, pozwolit wygenerowaC wiarygodne rozwigzanie struktury (H3). To
rozwigzanie umozliwito nam przejscie do kolejnych etapow, takich jak udoktadnianie, analiza i
szczegOtowy opis struktury (H4). Udoktadniony model struktury krystalicznej proteazy wirusa
M-PMV charakteryzuje sie wysoka jakosScig i wiarygodnoscia, co pozwala na jednoznaczng

analize wszystkich aspektdw strukturalnych opisanych szczegétowo w pracy H4.

1.000

Rys. 3. Powierzchnia potencjatu elektrostatycznego protomeréw proteazy retrowirusowej. Monomer M-PMV PR (a)

jest pokazany w tej samej skali i orentacji jak protomer HIV-1 PR (b) wyodrebniony z dimeru (kod PDB: 3hvp; H4).
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Jest to pierwsza struktura proteazy retrowirusowej w formie monomerycznej (H3; H4). Na
szczegolng uwage w tej strukturze retropepsyny zastuguje powierzchnia biatka, ktéra normalnie
w czasteczce homodimerycznej tworzy powierzchnie styku (interfejs) podjednostek dimeru, Rys.
3. W formie monomerycznej mozna zauwazy¢ znaczace przearanzowanie tancucha gtownego w
obrebie petli (tzw. ,flaps”) i miejsca aktywnego oraz kompletnie nieuporzadkowane N- i C-
konce (Rys. 2). Te cechy daja mozliwo$¢ zaprojektowania nowej generacji lekow
antyretrowirusowych (w tym réwniez przeciw wirusowi HIV). Czasteczka leku przytgczona do
powierzchni wyeksponowanej w monomerze, lecz ukrytej w formie dimerycznej, mogtaby
przesung¢ rownowage dimeryzacji w kKierunku monomeru, ktory jest katalitycznie nieaktywny, i
uniemozliwi¢ tym samym dojrzewanie nowych wirionow (H4).

Rozwigzanie struktury monomeru proteazy M-PMV pokazuje ogromne mozliwosci gier
internetowych, ktore wykorzystujac zbiorowa intuicje i umiejetnosci ludzi, takie jak wyobraznia
przestrzenna, mogg doprowadzi¢ do rozwigzania waznych problemow naukowych. Chociaz
ostatnio poswieca sie sporo uwagi tego typu rozwigzaniom, okreslanym ogolnie pojeciem
»crowd sourcing” (Kiss et al., 2013), to opisane w pracach H3 i H4 zastosowanie takiej metody
byto pierwszym przypadkiem, gdy gracze internetowej gry komputerowej rozwigzali
rzeczywisty, bardzo wazny i przez wiele lat nierozwigzywalny problem naukowy. Uzyskane
rezultaty ilustrujg olbrzymi potencjat integracji gier komputerowych z odbywajagcym sie w
rzeczywistym Swiecie procesem badan naukowych. Kreatywnos¢ i pomystowosc¢ tysiecy graczy
jest potezng sita, ktéra odpowiednio skierowana, moze by¢ uzyta do rozwigzania wielu
roznorodnych problemow naukowych. Publikacja artykutow H3 oraz H4 spotkata sie z duzym
zainteresowaniem medialnym a informacje o tym odkryciu byly prezentowane w serwisach

prasowych, radiowych i telewizyjnych w Polsce i zagranica.

3.2 Nietypowe zastosowanie metod makromolekularnych

W wiekszosci przypadkow w krystalografii makromolekut niemozliwe jest wykorzystanie metod
bezposrednich np. SHELXS (Sheldrick, 2008), SIR (Burla et al., 2012), uzywanych powszechnie
od wielu lat do rozwigzywania struktur matych i Srednich czasteczek organicznych (o wielkosci
do kilkuset atoméw). Metody te, nalezace do grupy metod ab initio, ktéra obejmuje zaréwno
klasyczne metody bezposrednie jak réwniez metody typu ,,dual-space”, np. SHELXD (Sheldrick,
2010), SUPERFLIP (Palatinus & Chapuis, 2007) czy Shake-and-Bake (Miller et al., 1994),
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wymagajg danych o wysokiej jakosci i rzadko uzyskiwanej dla krysztatow makromolekut
rozdzielczosci lepszej niz 1.2 A (H5; H11). Poza tym typowe czasteczki makromolekut, ktorych
dane strukturalne sg zdeponowane w bazie PDB, zbudowane sg z reguty z kilku tysiecy atomow

(Srednia liczba atoméw w modelach makromolekut w bazie PDB to ~7000).

Pomimo tego, ze podstawy teoretyczne metod uzywanych w krystalografii makromolekut i
krystalografii matych i Srednich czasteczek organicznych sg w zasadzie takie same, to
eksperymentalne i obliczeniowe aspekty rdznig sie znacznie, co czesciowo wynika z tradycji, jak
rowniez z odmiennosci obu dziedzin. Metody wykorzystywane w oprogramowaniu sprawdzajg
sie doskonale w przypadkach, gdy uzywane narzedzie jest dobrze dopasowane do badanego
problemu. Jednakze sytuacja staje sie ktopotliwa, gdy trudno jednoznacznie okre$li¢ czy badany
obiekt jest wiekszg matg czasteczkg czy tez matg makromolekuta. Wtedy moze sie okazaé, ze
metody krystalografii matych czasteczek juz nie dziatajg, a metody zaprojektowane dla
makromolekut sg nie do konca adekwatne. Do tego typu projektow nalezg badania obiektow
supramolekularnych, ktorych wielko$¢ (od kilkuset do tysigca atomow niewodorowych) jest
pomiedzy matymi czasteczkami a makromolekutami. Sytuacja jest szczegOlnie trudna jesli
nalezg one do grupy duzych niekowalencyjnych uktadow, takich jak chiralne kapsuty zbudowane
z lekkich atomow (H5; Szymanski et al. 2016). W takich przypadkach metody przeznaczone do
rozwigzywania struktury matych czasteczek czesto zawodza, gtéwnie z powodu specyficznej
budowy kapsut supramolekularnych. Takie cechy jak wystepowanie w strukturze luk i pustych
przestrzeni o duzej objetosci, ktore czesto sg wypetnione nieuporzgdkowanymi czagsteczkami
organicznego rozpuszczalnika uzywanego podczas krystalizacji, moga wptywac¢ negatywnie na
jakos¢ dyfrakcji. Jednakze inna cecha strukturalna kapsut supramolekularnych, mianowicie fakt,
ze sg one zbudowane z dobrze zdefiniowanych, powtarzalnych fragmentow molekularnych,
umozliwia budowanie struktur krystalicznych z ,,klockéw” molekularnych o znanej strukturze,
co z kolei stanowi istote metody podstawienia molekularnego (MR), powszechnie stosowanej do
rozwigzywania struktur makromolekularnych. Metoda ta za pomocg rotacji i translacji
przyblizonego modelu struktury (lub jej fragmentu) prébuje umiesci¢ go w asymetrycznej czesci
komdrki elementarnej badanego krysztalu w spos6b najbardziej zgodny z danymi
eksperymentalnymi. Programy uzywajace metode MR sg rozwijane i stosowane w krystalografii
makromelekut od kilku dziesiecioleci. Skuteczno$¢ tej metody zalezy gtéwnie od dwdch
czynnikdw: czesci asymetrycznej komdrki elementarnej badanego krysztatu oraz od stopnia
zgodnosci modelu z docelowg strukturg, okreSlonego Srednim kwadratowym odchyleniem

(rm.s.d., root mean square deviation) otrzymanym po optymalnym natozeniu modelu i
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fragmentu docelowej struktury. Dostepno$¢ dobrego modelu jest niezbednym warunkiem
powodzenia, jednakze dobor odpowiedniej strategii moze byé réwnie decydujacy o sukcesie
metody. Czynnikami komplikujgcymi rozwigzanie problemu fazowego metodg MR sg wysoka
symetria, translacyjna symetria niekrystalograficzna (tNCS), geste upakowanie krysztatu, oraz
uzycie podczas przeszukiwania Kkilku modeli jednoczesnie, ktore odpowiadajg roznym
fragmentom komorki asymetrycznej. Wyzej wymienione aspekty opisaliSmy szczegdtowo w
pracy H5. Na przyktadzie supramolekularnej chiralnej struktury kapsuty organicznej zbudowane;j
z dwdch niekowalencyjnie ztozonych podjednostek (czasz), utworzonych przez sprzeganie
szkieletu kaliks[4]rezorcynarenu z czterema ramionami zbudowanymi z L-alaniny (Rys. 4),
opracowaliSmy protokét postepowania w przypadku uzycia metodyki krystalografii
makromolekut do rozwigzania struktury supramolekularnej. Dane dyfrakcyjne, zarejestrowane
przy uzyciu tradycyjnego Zrédta promieniowania rentgenowskiego, charakteryzowaty sie
wysoka rozdzielczoscig (0.90 A) i jakoscig (Rin=0.044) i wydawaty sie odpowiednie do
zastosowania metod ab initio w celu rozwigzania struktury (H5). Pomimo uzycia ré6znych metod
dostepnych w programach takich jak: SHELXS, SIR, SUPERFLIP, niezaleznie przeprowadzone
w laboratoriach w Polsce (Szumna) oraz w Finlandii (Rissanen) proby rozwigzania struktury nie
powiodty sie. Poniewaz wszystkie metody uzywane w krystalografii matych i $rednich
czasteczek zawiodty, postanowiliSmy zastosowaC makromolekularng metode podstawienia
czasteczkowego (MR). Jako model wstepny postuzyt rdzen kapsuty z poznanej juz struktury
analogu z L-fenyloalaning (Kuberski & Szumna, 2009; Rys. 4a). Pomimo tego, ze ramiona
oligopeptydowe sg bardzo gietkie, motyw asocjacyjny kapsuty byt na tyle zachowany, ze udato
sie ostatecznie rozwigzac te strukture.

@ )

0.912 0.994 0.554 0.877

Rys. 4. Natozenie odpowiadajgcych sobie fragmentéw rozwigzanej struktury kapsuly supramolekularnej (kolor
zielony) i roznych modeli uzywanych w metodzie MR (kolor czerwony). (a) szkielet struktury analogu z L-
fenyloalaning; (b) zbudowany na podstawie mechaniki molekularnej; (c) szkielety dwéch czasz kapsuly; (d) szkielet
jednej czaszy z gietkimi taricuchami alkilowymi. Wartosci rm.s.d. w A podane sg dla kazdego przypadku ponizej

modelu (H5).
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Nastepnie przeprowadziliSmy szereg testow uzywajac roznych zestawow modeli o rdéznej
wielkosci jak rowniez pochodzeniu (np. model zbudowany na podstawie mechaniki
molekularnej i informacji ze spektroskopii NMR). Szczeg6towo przeanalizowalismy mozliwosci
i wydajno$¢ metody MR opartej na najwiekszej wiarogodnosci wykorzystyawanej w programie
PHASER (McCoy et al., 2007). W ten sposéb pozytywnie oceniono przydatnosc¢ tej metody do
rozwigzywania trudnych struktur supramolekularnych (Rys. 4a-d). Na tej podstawie
opracowaliSmy protokdt postepowania w takich nietypowych przypadkach, ktéry moze byé
bezposrednio zastosowany przez innych badaczy. Protokot opisany w pracy H5 zostat
wykorzystany do rozwigzania wielu podobnych struktur supramolekularnych (Szymanski et al.

2016; Sinigharoy et al., 2015), ktdre jednoczesnie pozwolity na jego dalsza optymalizacije.

Niejako ubocznym efektem zainteresowania badaczy uktadéw supramolekularnych metodami
krystalografii makromolekut, sg coraz czestsze proby rejestracji danych dyfrakcyjnych przy
uzyciu promieniowania synchrotronowego. Otwiera to przed nimi nowe mozliwosci poznania
struktur krystalicznych réwniez w przypadkach, gdy zdolnosci krysztatu do rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego sg niewielkie. Potgczenie danych synchrotronowych
(niekoniecznie bardzo wysokorozdzielczych) z metoda podstawienia czasteczkowego, ktéra, jak
to wykazaliSmy (H5; Szymanski et al. 2016), jest skuteczna w szerokim zakresie jakosci i
wielkosci modelu, moze pozwoli¢ na rozwigzanie problemdéw, ktore niekiedy uniemozliwiatyby

poznanie struktury.

4. Udoktadnianie wysokorozdzielczych struktur makromolekut

Wszystkie kroki prowadzace do wyznaczenia tréjwymiarowej struktury krystalicznej sa wazne,
jednakze udoktadnianie jest tym etapem, na ktéry nalezy zwrdci¢ szczegblng uwage, przede
wszystkim w przypadku udokfadniania wysokorozdzielczych struktur makromolekut.
Prawidtowe przeprowadzenie procesu udokfanienia ma dominujacy wptyw na jakos¢ i precyzje
uzyskanego modelu oraz jego zgodnosSC z rzeczywisty strukturg (H11). Opracowano wiele
programow komputerowych przeznaczonych do udoktadniania modeli struktur makromolekut,
wsérod ktorych do najczesciej uzywanych nalezag REFMACS5 (Murshudov et al., 2011),
phenix.refine (Adams et al., 2010) oraz SHELXL (Sheldrick, 2008). Dwa pierwsze oparte sg
gldwnie na metodzie najwiekszej wiarogodnosci (ang. maximum likelihood, ML), trzeci
natomiast na metodzie najmniejszych kwadratéw (ang. least squares, LSQ). Programy te

powstaty w roznych okresach i oferujg uzytkownikom ogromng ilo§¢ mozliwosci dopasowania
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parametrow do konkretnego przypadku. Poniewaz stopien skomplikowania procesu udoktaniania
roSnie wraz ze wazrostem rozdzielczosci danych dyfrakcyjnych, udokfanianie struktur
wysokorozdzielczych wymaga zastosowania szczegolnych, czesto niestandardowych protokotéw
udokfaniania (H11). Przykladem zastosowania takich protokotow moga byC struktury
lewoskretnych dupleksow Z-DNA z autokomplementarng sekwencjg d(CGCGCG), ktdre majg
nadzwyczajny potencjat do tworzenia krysztatbw rozpraszajagcych  promieniowanie
rentgenowskie do bardzo wysokiej rozdzielczosci. Zostato to potwierdzone wieloma badaniami
krystalograficznymi, wigcznie ze wspomniang juz strukturg o rekordowo wysokiej
rozdzielczosci 0.55 A (Brzezinski et al. 2011; Guillot et al., 2016).

4.1 Wysokorozdzielcze struktury kwasow nukleinowych

Seria wysokorozdzielczych struktur kompleksow Z-DNA z r6znymi dwu- i tréjwartosciowymi
kationami metali i protonowanym tetrakationem sperminy (H6; H7; H8; Drozdzal et al., 2016)
pozwolita nam nie tylko w bardzo precyzyjny i szczegotowy sposob opisaé wszystkie detale
strukturalne, lecz rowniez opracowa¢ optymalne procedury krystalograficzne w takich
przypadkach. Struktury kompekséw Z-DNA z jonami Mn?* i Zn?* o rozdzielczosci 0.75 i 0.85 A
(H6) maja najwyzsza rozdzielczo$¢ i precyzje wsrdd wszystkich kompleksow Z-DNA z
kationami metali przejSciowych zdeponowanymi w bazie PDB. Struktury obu kompleksow
zostaty okreSlone z ultra wysoka rozdzielczoscia z zastosowaniem na ostatnim etapie
petnomacierzowego udokadnianiem metoda najmniejszych kwadratéw, co dostarczyto catego
bogactwa precyzyjnych danych strukturalnych wraz z ich odchyleniami standardowymi. Takie
dane pozwalajg w statystycznie poprawny sposob dyskutowaC niuanse w geometrii
makromolekuty oraz jednoznacznie zinterpretowa¢ mape gestosci elektronowej, np. precyzyjnie
okres$li¢ sposdb nieuporzadkowania struktury. W kompleksie Zn** mozna zauwazy¢, ze tancuch
gtowny DNA jest zdeformowany do tego stopnia, ze przyjmuje w wielu segmentach podwdjna
konformacje. Nieuporzadkowanie tancucha gtownego DNA zostato réwniez zauwazone w
strukturze kompleksu chimery DNA-RNA z kationami baru (H8), we wszystkich czterech
niezaleznych dupleksach w asymetrycznej czeSci komorki. Oprdécz nieuporzadkowanego
szkieletu fosforanowo-cukrowego faficucha gtéwnego Z-DNA w kompleksie d(CGCGCG),-Cr®*
(H7), zaobserwowaliSmy rowniez podwdjng konformacje pierscienia guaniny, co byto
pierwszym takim przypadkiem opisanym w literaturze w znanych do tej pory strukturach Z-
DNA. Jednakze alternatywne potozenia pierScienia zasady guaniny G2 nie wptynety na
orientacje komplementarnej zasady cytozyny C11, co mozna jednoznacznie stwierdzi¢ analizujgc
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wysokiej jakosci mape mFo-DF¢ (Rys. 5).

Rys. 5. Fragment struktury kompleksu d(CGCGCG)2-Cr3* pokazujacy podwdjng konformacje (I, zielony; Il
pomaranczowy) nukleotydu G2 i sparowany z nim nukleotyd C11 (czerwony) wraz z mapg 2mF,-DF¢ skonturowang
na poziomie 1.00 (H7).

Tego typu nieporzadek zaobserwowali$my rowniez w strukturze D/L-DNA/Mg?*, (racemicznej
mieszaniny D- i L-oligonukleotydow o réznej chiralnosci) okre$lonej z rozdzielczosciag 0.78 A
(Drozdzal et al.,, 2016), ktora wykazuje najwyzszy stopien nieuporzadkowania wsréd
wszystkich, poznanych do tej pory wysokorozdzielczych struktur Z-DNA. Pomimo (troche
przedwczesnie) sugerowanej przez Brzezinskiego et al. (2011) strukturalnej sztywnos$ci Z-DNA,
nasze kolejne precyzyjne badania (H6; H7; H8; Drozdzal et al., 2016) skfaniajg jednak do
whniosku, ze wewnetrzna elastyczno$¢ dupleksow Z-DNA jest naturalnym stanem dla tej formy
DNA (Malinina et al., 1998).

4.2 Struktura chimery DNA-RNA - skomplikowane wielodomenowe zblizniaczenie

Dodatkowym wyzwaniem, w procesie okreSlania struktury krystalicznej makromolekut jest
wystepowanie roznorodnych patologii krysztatu, takich jak zbliZzniaczenie czy pseudosymetria.
Jak wykazano (H8; Lebedev et al., 2006; Dauter, 2003) z reguty nie wptywajg one w znaczacy
sposob na mozliwo$¢ rozwigzania struktury za pomocg metody MR (np. w wersji zastosowanej
w programie PHASER).

Problematyczne i bardzo pracochtonne moze sie okazaC ustalenie prawdziwej grupy
przestrzennej oraz udoktadnianie (H8). Krysztaty kompleksu chimery DNA-RNA z kationami
Ba®* (jak réwniez Sr?*) wykazuja skomplikowane, wielodomenowe zbliZniaczenie potaczone z
translacyjng i rotacyjng pseudosymetrig, co w znacznym stopniu utrudnia okre$lenie struktury

(H8). Pomimo faktu, ze zarejestrowane dane dyfrakcyjne charakteryzowaty sie wysoka
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rozdzielczoscig (1.09 A) i jako$cig (Rmerge=6.2%) pierwszym napotkanym problemem okazata
sie niejednoznaczno$¢ okreslenia grupy przestrzennej. Zestaw danych eksperymentalnych mozna
byto wskaznikowaé, lecz nie zawsze skalowaé, w wielu réznych grupach przestrzennych a
prymitywna komorka elementarna miata metryke typowsa dla sieci heksagonalnej z dwoma
parametrami rownymi i jednym katem ~120°. Chociaz wskaznikowanie obrazow dyfrakcyjnych
przy pomocy programu XDS w heksagonalnej grupie P6322 byto mozliwe, skalowanie
zakonczyto sie niepowodzeniem (Rmerge=26.5%) sugerujac, ze nie jest to wiasciwa grupa
przestrzenna. Komdrka heksagonalna moze by¢ w prosty sposob przeksztatcona do komorki
centrowanej typu C, tzw. komdrki ,,ortoheksagonalnej”. Okazato sie, ze trzy rozne mozliwosci
wyboru takiej komorki (Rys. 6.) nie sg rownowazne, poniewaz tylko dla jednej z nich statystyka
intensywnosci refleksbwwykonana programem POINTLESS (Evans, 2006) byta akceptowalna.
Komorka ta zostata nastepnie uzyta podczas obrobki obrazéw dyfrakcyjnych w rombowej grupie
przestrzennej (C2221). Jednak mimo rozsadnej wartosci wskaznika Rmerge=6.8%, wiele roznych
prob rozwigzania i udoktadnienia struktury w tej grupie przestrzennej nie dato pozytywnych

efektéw.

Rys. 6. Prymitywna jednoskos$na komorka P (czerwona) z a=c i $=120° pokazana wraz z trzema mozliwymi
komdrkami z centrowaniem C (niebieska, z6tta i pomaranczowa) oraz upakowaniem dupleksow Z-DNA w
ptaszczyZnie ac, lezacych na osiach 2; (H8). Rysunek zostat umieszczony na oktadce lutowego (2016) numeru Acta
Crystallogaphica D.

W celu rozwiktania problemu niejednoznacznosci grupy przestrzennej, dogtebnie przebadaliSmy
wszystkie aspekty zwigzane ze skomplikowanym trybem zblizniaczenia oraz z translacyjng i
rotacyjng pseudosymetrig, bedacymi nastepstwem (pozornej) heksagonalnej metryki sieci., W
tym celu przeanalizowaliSmy szczegdtowo: (i) wszystkie statystyki intensywnosci reflekséw

(Yeates, 1997; Padilla & Yeates, 2003); (ii) natywne mapy Pattersona; (iii) wykresy funkcji
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autorotacji (self-rotation function plots). Przeprowadzilismy tez wiele prob rozwigzania i
udoktanienia struktury, zaktadajgc rézne mozliwe grupy przestrzenne, stosujgc rdznorodne
modele w procedurze podstawienia czasteczkowego oraz tworzac skrypty do transformacji
wspotrzednych potencjalnych rozwigzan do innych grup przestrzennych i do zmiany sposobu

wskaznikowania refleksow (H8).

W wyniku powyzszej analizy okazato sie, ze prawdziwg grupg przestrzenng kompleksu chimery
DNA-RNA z jonami baru jest grupa P2; z ukfadu jednosko$nego z pseudoheksagonalng
komdrka elementarng z rownymi parametrami a i ¢ oraz katem [ ~120°, co w efekcie
doprowadzito do bardzo rzadkiego i skomplikowanego szesciodomenowego zblizniaczenia. Trzy
domeny blizniacze wygenerowane sg przez trojkrotny operator zblizniaczenia |, k, -h-I
(zastosowany dwukrotnie) z sumg ich (nieréwnych) utamkdéw zblizniaczenia wynoszgcg ~50%.
Kombinacja z dodatkowym dwukrotnym pseudomeroedrycznym operatorem zblizniaczenia -h-I,
-k, I, ktéry generuje pozornie rombowy obraz dyfrakcyjny, daje kolejne trzy domeny, ktérych
sumaryczny wkiad do dyfrakcji jest rowniez zblizony do 50%. Innymi stowy, krysztat zawiera
sze$¢ domen blizniaczych z tréjkrotnym i dwukrotnym operatorem zblizniaczenia, ktore sg
wzajemnie prostopadte (H8). Podobny rodzaj zblizniaczenia zaobserwowano tylko w kilku
przypadkach w krysztatbw matoczasteczkowych (Fabry et al., 1994, 1997; Friese et al., 2003;
Langer et al., 2004) i w jednym krysztale makromolekuty (oksydoreduktaza aklacynomycyny;
AknOx; Sultana et al., 2007). W tym ostatnim przypadku autorzy w podsumowaniu stwierdzili,
ze udokfanienie struktury w tak skomplikowanym przypadku nie jest mozliwe a obecno$é

wielodomenowego zblizniaczenia krysztatu AknOx nie moze by¢ jednoznacznie potwierdzona.

Przeczg tej opinii nasze wyniki zaprezentowane w pracy H8, gdzie udowodnilismy, ze przy
uzyciu najnowszych technik krystalograficznych w potaczeniu z opracowanymi dla takiego
przypadku odrebnymi protokotami postepowania, mozliwe jest jednoznaczne okreSlenie grupy
przestrzennej oraz precyzyjne wysokorozdzielcze udoktadnienie (Rwork=11.36%; Rfree=16.91%)
struktury nawet dla krysztatdbw z bardzo skomplikowanym zbliZniaczeniem (z szeScioma lub
nawet dwunastoma domenami), z wieloma operatorami zbliZniaczenia oraz ze skomplikowang
pseudosymetrig. Proces udoktadniania przeprowadzono przy uzyciu zarbwno programu SHELXL
jak i REFMACS oraz dokonano poréwnania mozliwosci, zalet i niedogodnosci kazdego z nich.
Praca H8, opublikowana w Acta Crystallographica D zostata umieszczona na liscie artykutow
wyrdznionych, a jeden z rysunkow z tej pracy zostat umieszczony na oktadce lutowego (2016)

numeru tego czasopisma.
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5. Walidacja i standardowe parametry stereochemiczne

W krystalografii makromolekut rozdzielczos¢ danych dyfrakcyjnych z reguty nie jest wysoka,
szczegoOlnie dla duzych biatek lub kompleksow (Srednia dla struktur zdeponowanych w bazie
PDB wynosi ~2 A) i nierzadko liczba zarejestrowanych refleksow jest poréwnywalna lub
niewiele wieksza od liczby parametrow opisujacych strukture. Aby zwigkszy¢ liczbe obserwaciji
przypadajgcg na jeden parametr, korzysta sie z informacji stereochemicznych o poszczegdlnych
znanych elementach struktury, takich jak aminokwasy w biatkach czy nukleotydy w kwasach
nukleinowych (Engh & Huber, 2001; Konnert & Hendrickson, 1980), traktujac je jako
dodatkowe obserwacje.

Mimo nieustajacych dyskusji (H9; H10; H11; Koepke et al., 2003; Esposito et al., 2002;
Addlagatta et al., 2001; Esposito et al., 2000; Stec, 2007; Tickle, 2007), wiekszos$¢ struktur
makromolekut jest udokfadniania (Evans, 2007) z wigezami opracowanymi na poczatku lat 90. w
oparciu o struktury matoczasteczkowe (Engh & Huber, 1991, 2001; Clowney et al., 1996; Gelbin
etal., 1996; Parkinson et al., 1996). Statystyczna analiza parametréw geometrycznych struktur o
bardzo wysokiej rozdzielczosci i duzej precyzji okresSlonych w ostatnich latach, np. takich jak
opisane w pracach (H6; H7; H8; Brzezinski et al., 2011) moze mieC duze znaczenie dla
stworzenia bibliotek bardziej precyzyjnych wiezow, ktére bedg lepiej odzwierciedlaty specyfike
makroczasteczek. Takie wiezy moga by¢ pdzniej wykorzystywane do udoktadniania struktur o
niskiej lub S$redniej rozdzielczosci oraz do walidacji geometrycznych parametrow modeli
deponowanych w strukturalnych bazach danych. Nalezy przy tym zwréci¢ uwage na fakt, ze
liczba struktur makroczasteczek okreslonych z rozdzielczoscia atomows (dmin < 1.2 A)
zdeponowanych w bazie PDB, w czasie ostatnich ~20 lat, wzrosta dramatycznie od kilku na

poczatku lat 90. do prawie 3 tys. obecnie.

Analiza danych geometrycznych (H9) wykazata dla niektérych parametrow istotne réznice
pomiedzy obserwowanymi dtugosciami wigzan i katow pojedynczych aminokwasow a
wartosciami znajdujacymi sie w najczesciej uzywanej bibliotece biatkowej (Engh & Huber,
2001). Przyktady odstepstw od planarnosci wigzania peptydowego, idealnych dtugosci wigzania
C-N i wartosci katow N-Co-C mozna znalez¢ w wielu pracach, w ktérych analizowane sg

parametry geometryczne struktur wysokorozdzielczych (Esposito et al., 2002; Addlagatta et al.,
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2001; Esposito et al., 2000). Analiza wybranych parametrow fancucha gtéwnego w
uporzadkowanych fragmentach struktur wysokorozdzielczych wykazata, ze niektére z obecnie
uzywanych wiezéw geometrycznych powinny by¢ uaktualnione lub stosowane z wiekszg
tolerancja. Np. kat walencyjny N-Ca—C ma szeroki zakres wartosci z bimodalnym rozktadem
skorelowanym ze strukturg drugorzedows biatka. Szczegodlnie dotyczy to struktur o najwyzszej
rozdzielczosci, gdzie dominujaca role majg dane dyfrakcyjne, a w uporzadkowanych obszarach
struktury akceptowalne sg zwigkszone odchylenia od geometrii idealnej (H9; H10; H11). W
pracy H9 zostata przedstawiona korekta wiezéw geometrycznych stosowanych w programach do
udokfadniania, oparta na analizie statystycznej danych pochodzacych 2z dobrze
uporzadkowanych fragmentow struktur o najwyzszej rozdzielczosci zgromadzonych w ostatnich
latach w bazach strukturalnych PDB i CSD (Cambridge Structural Database; Allen, 2002). W
pracy tej przedstawiliSmy réwniez, na podstawie powyzszej analizy i w oparciu 0 wiasne
doswiadczenia autoréw, probe zdefiniowania racjonalnie uzasadnionych wartosci Srednich
odchylen kwadratowych (r.m.s.d.) udokfadnianych parametréw od ich wartosci idealnych z
bibliotek stereochemicznych oraz stwierdzilisSmy, ze w wielu przypadkach stosowane wiezy sg
zbyt restrykcyjne w dobrze okreslonych fragmentach makromolekuty, a fragmenty labilne i
nieuporzagdkowane czesto wymagajg znacznie mocniejszych wiezOw w celu utrzymania
akceptowalnych parametrow stereochemicznych. Praca ta wywotata szerokg dyskusje w
Srodowisku krystalogaficznym, co ilustruja sg dwa opublikowane artykuty polemiczne (Stec,
2007; Tickle, 2007), ktore ukazaty sie w nastepnym zeszycie Acta Crystallographica D wraz z
pracg H10, w ktorej w bardziej szczegdtowy sposéb zostaty wyjasniliSmy ponownie niektore
aspekty poruszane w poprzedniej pracy. Rok pozniej Karplus et al., (2008) w pierwszym zdaniu
swojego przetomowego artykutu stwierdzili, ze praca H9 ,,..initiated a very important
discussion about the accuracy of ideal geometry targets and the appropriate stringency with
which they should be obeyed at various resolutions” oraz potwierdzili postulaty zasugerowane w
pracach H9 i H10. Autorzy ci zaproponowali zastgpienie ,twardych” wiezéw opartych na
»pojedynczej idealnej wartosci” przez wiezy oparte na zaleznosci funkcyjnej, ktérej wartosci
bytyby rézne w zaleznosci od lokalnej konformacii, zgodnie z sugestiami zawartymi w pracach
H9 i H10. Bezposrednim nastepstwem tych dyskusji byto opracowanie zaleznej od konformacji
biblioteki parametrow stereochemicznych dla fancucha polipeptydowego (conformation-
dependent library, CDL) (Berkholz et al., 2009), nastepnie przetestowanej programami TNT
(Tronrud et al., 2010) i SHELXL (Tronrud et al., 2011). Kolejnym krokiem byto wigczenie
biblioteki CDL do pakietu PHENIX jako standardowej opcji udokfadniania (Moriarty et al.,
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2014, Moriarty et al., 2016). W ten sposob czeSciowo zostaty zrealizowane nasze postulaty

sugerowane w pracach (H9; H10; H11).

6. Podsumowanie

W niniejszym autoreferacie omowitem moje osiggniecie naukowe zatytutowane ,Aspekty
metodologiczne wysokorozdzielczej krystalografii makromolekut”, przedstawione w cyklu 11
(H1-H11) oryginalnych artykutow naukowych. Wszystkie prace wchodzgce w skiad cyklu
zostaty pozytywnie zrecenzowane przez niezaleznych recenzentow wybranych przez edytorow
poszczegblnych czasopism. Powigzane tematycznie artykuty H1-H11, zawierajg opis nowych
metod, opracowanych protokotow lub optymalizacji juz istniejgcych, ktére majg zastosowanie w
kolejnych etapach okre$lania trojwymiarowej struktury makromolekut, poczawszy od momentu
uzyskania krysztatu, poprzez rejestracje i przetwarzanie danych dyfrakcyjnych, rozwigzanie i
udoktadnienie struktury, az do etapu koncowej walidacji poprawnosci otrzymanego modelu. Do

najwazniejszych moich osiggnie¢ opisanych w cyklu prac naleza:

Przygotowanie i przeprowadzenie pierwszej w petni zdalnej sesji rejestracji danych
dyfrakcyjnych, sterowanej z Poznania, w najwiekszym europejskim o$rodku
synchrotronowym ESRF w Grenoble. W nastepstwie tego wydarzenia zostatem
zaproszony do udziatu w pracach grupy konsultantow europejskiego projektu EDNA

oraz do wygtoszenia kilku krajowych i miedzynarodowych wykfadéw (H1).

Opracowanie bardziej korzystnych i efektywnych protokotow przetwarzania
surowych danych dyfrakcyjnych, pozwalajgcych na optymalne wskaZznikowanie i
skalowanie obrazow dyfrakcyjnych dla trudnych lub niestandardowych przypadkow,
np. danych pochodzacych od krysztatow zblizniaczonych lub o ekstremalnie

wysokiej rozdzielczosci (H2).

Rozwigzanie, udoktanienie i analiza pierwszej struktury monomeru proteazy
retrowirusowej przy pomocy modelu zbudowanego przez tysigce graczy internetowej
gry komputerowej Foldit. Byt to pierwszy przypadek wykorzystania potencjatu,
intuicji i zdolnosci graczy gry komputerowej do rozwigzania rzeczywistego, trudnego
i waznego problemu naukowego. Szczegdtowa analiza struktury monomeru proteazy
retrowirosowej daje podstawy do dalszych badan majgcych na celu otrzymanie

nowych, bardziej skutecznych lekow pomagajacych zwalczac infekcje
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retrowirusowe, w tym AIDS (H3; H4).

Opracowanie protokotow zastosowania metod i procedur makromolekularnych do
rozwigzywania trudnych przypadkéw struktur supramolekularnych, dla ktérych
zawodzg metody stosowane w krystalografii matych czasteczek. Przetestowano
skuteczno$¢ metody podstawienia czasteczkowego w zaleznosci od wielkosSci i
jakosci uzytego modelu oraz opracowano szczegdtowy tryb postepowania w takich

przypadkach, ktory moze by¢ bezposrednio zastosowany przez innych badaczy (H5).

Rozwigzanie, udoktadnienie i analiza czterech struktur komplekséw (z dwu- i
trojwartosciowymi jonami metali) lewoskretnego heksameru Z-DNA o sekwencji
d(CGCGCG) oraz chimery DNA-RNA (dCrGdCrGdCrG), charakteryzujgcych sie
wyjatkowo wysokg rozdzielczoscig. Pozwolito to na opracowanie protokotow
udoktaniania struktur wysokorozdzielczych, umozliwiajacych uzyskanie najwyzszej
jakosci i dokfadnosci otrzymanych wynikow, ktére jednoczeSnie sg Zrodtem
precyzyjnych danych stereochemicznych. Na przyktadzie struktury chimery DNA-
RNA pokazano, ze dedykowany protokdt postepowania umozliwia jednoznaczne
okreSlenie grupy przestrzennej oraz wysokorozdzielcze udoktadnienie struktury
nawet w przypadku bardzo skomplikowanego zblizniaczenia (z szescioma lub nawet
dwunastoma domenami), z wieloma operatorami zbliZniaczenia oraz skomplikowang
pseudosymetrig (H6; H7; H8).

Analiza i korekta stereochemicznych wiezow (dtugosci wigzan i wartosci katow
walencyjnych) stosowanych podczas udoktadniania struktury biatek, dokonana na
podstawie informacji geometrycznych dostepnych w bazach strukturalnych,
pochodzacych ze struktur okre$lonych z wysokg rozdzielczoscig i precyzjg. Wyniki
tej analizy zostaty wigczone do biblioteki wiezow zaleznych od konformacji (CDL),
ktora powstata dwa lata pdzniej w wyniku szerokiej dyskusji, ktdrg zainicjowaty
prace H9, H10. Biblioteka ta zostala ostatnio wigczona do programéw

udoktadniajacych, co byto rowniez sugerowane w pracach H9, H10.

Oprécz aspektéw metodycznych, wiekszo$¢ prac wchodzacych w skiad cyklu (H3-
H8) wnosi rowniez duzy wkiad strukturalny do naszej wiedzy o budowie
przestrzennej makromolekut biologicznych, polegajacy na okresleniu i dogtebnej
analizie szeSciu nowych, nieznanych do tej pory struktur biatek i kwaséw

nukleinowych, ktére stanowig wazny element poznania mechanizmow
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molekularnych, bardzo istotnych np. w procesie projektowania nowych lekow. W
monoautorskiej przegladowej pracy H11, przygotowanej na zaproszenie redakcji,
podsumowatem wiekszo$¢ aspektow zwigzanych z poszczegdlnymi etapami
wysokorozdzielczej krystalografii makromolekut, od momentu otrzymania krysztatu

az do depozytu konncowych danych w strukturalnej bazie danych.

Wydaje sie, ze liczba przypadkéw, w ktorych uzycie standardowo zaimplementowanych w
programach krystalograficznych procedur nie bedzie wystarczajgce do pomysinego zakonczenia
procesu okreSlania struktury, bedzie ciggle wzrastata, poniewaz wiele prostych probleméw
zostato juz rozwigzanych, a nowe beda coraz trudniejsze. W takich sytuacjach, oraz wtedy, gdy
mamy do czynienia z réznymi patologiami krysztatu lub zblizamy sie do granicznych
przypadkow, np. ekstremalnie wysokich rozdzielczosci, zawsze konieczne bedzie duze
doswiadczenie i ekspercka wiedza badacza, umozliwiajgca niestandardowe podejScie oraz

modyfikacje uzywanych rutynowo procedur.
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