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Krystalografia bialek
w Miedzynarodowym Roku Krystalografii**

Na 66. sesji Zgromadzenie Ogélne Organizacji Narodéw Zjednoczonych przyjeto
Rezolucje 66/284 ustanawiajaca rok 2014 Miedzynarodowym Rokiem Krystalografii [1].
Mimo swojego niepozornego charakteru, szczegdlnie w zestawieniu z podstawowymi
naukami przyrodniczymi, takimi jak fizyka, chemia czy biologia, krystalografia z pewno$-
cia zastuguje na to wyréznienie i zwigzana z tym popularyzacje w odbiorze spotecznym.
Przez swdj interdyscyplinarny charakter, fundamentalne znaczenie dla wiedzy o struktu-
rze materii i wkiad do postepu w takich obszarach, jak nowoczesne materialy czy leki
nowej generacji, krystalografia ma znaczenie nie tylko dla badar podstawowych, ale dla
kazdego cztowieka. Znaczenie krystalografii wiaze sie z jej wyjatkowa metoda badawcza,
pozwalajaca w spos6b dostowny ,zobaczy¢” strukture atomowa materii. Dzieki temu
stala sie krystalografia nieodlaczna czescig wszystkich nauk przyrodniczych, ze szczegdl-
nie wazkimi konsekwencjami w biologii i medycynie.

Barwna historia nowozytnej krystalografii rozpoczyna sie w roku 1611, gdy Johan-
nes Kepler opublikowal niepozorna ksiazeczke O szesciokatnych platkach sniegu (De
Nive Sexangula) [2], w ktorej wyjasnil zasady Scislego upakowania w przestrzeni, na
przykladzie m.in. krysztatu lodu. Tzw. twierdzenie Keplera jest jednym z fundamentéw
nauki o budowie materii do dzi$. Jako ciekawostke mozna podad, ze jego udowodnienie
zajelo matematykom prawie 400 lat, a przedstawienie dowodu wymagato 282 stron dru-
ku oraz 3 gigabajtéw programu komputerowego [3-5].

Kolejne trzy wieki w historii krystalografii byly raczej senne, a dos¢ powolny postep
ograniczal sie do mineralogii, optykii teorii, w tym teorii symetrii. Fundamentalny prze-
wré6t dokonat sie w roku 1912, kiedy Max von Laue wykazal doswiadczalnie, ze promie-
niowanie rentgenowskie ulega dyfrakcji na krysztatach. Do§wiadczenie Lauego zrewo-
lucjonizowalo fizyke, a nastepnie chemie, przez dostarczenie poteznego narzedzia do
badania struktury atomowej krysztatéw. Narzedzie to rozwineli William Henry (ojciec)
i William Lawrence (syn) Braggowie w Anglii. Okoto 20 lat p6zniej, nie baczac na nie-
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zwykle ograniczone wéwczas mozliwosci techniczne, to samo podejécie do okreslenia
struktury gigantycznych makromolekut zycia - bialek zaproponowali tacy wizjonerzy,
jak Desmond Bernal, Dorothy Hodgkin i Max Perutz. Z wyjatkiem Bernala, wszyscy
wymienieni pionierzy krystalografii uhonorowani zostali Nagrodami Nobla. W sumie za
wktad do krystalografii i blisko spokrewnione osiagniecia przyznano 42 Nagrody Nobla,
w tym za odkrycia zwigzane z makromolekutami - 24 (ryc. 1).
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Ryc. 1. ,Drzewo genealogiczne” krystalografii makromolekul, z zaznaczonymi Nagrodami Nobla.
Galaz brytyjska i amerykaniska zaznaczono kolorem ze wzgledu na ich korzenie, a nie narodo-
wo$¢ 0séb (niektére z nich mialy wiecej niz jedno obywatelstwo). Linie przerywane oznaczaja
wspoélprace inng niz mentoring. (Przedruk dzieki uprzejmosci i za zgoda FEBS Journal [23))
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W miedzyczasie najwiekszy chemik naszych czaséw, Linus Pauling, poprawnie prze-
widziat (1951) podstawowe motywy strukturalne bialek, helise o [6] i arkusz B [7]. R6w-
niez w miedzyczasie (1953) James Watson i Francis Crick zaproponowali poprawny
model podwdjnej helisy DNA [8], wyjasniajacy molekularne podstawy dziedziczenia
w biologii. Budujac swéj model, Watson i Crick postugiwali sie (niestety bez wiedzy
autorki i z pominieciem jej w publikacji) zdjeciami dyfrakcji rentgenowskiej na wiok-
nach DNA wykonanymi przez ,krélowa” tej metody — Rosalind Franklin.

Pierwsza w historii strukture przestrzenna biatka, mioglobiny, okreslit dos§wiadczal-
nie kolega i uczern Perutza, John Kendrew [9] w 1957 r. Strukture czterokrotnie wiek-
szej hemoglobiny rozwiagzat Max Perutz [10] w dwa lata péZniej, po 22 latach tytanicznej
pracy. Niewiele os6b wie, ze niemal réwnolegle z Perutzem, na wschodnich rubiezach
przedwojennej Polski, na Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lwowie, mtody biochemik
Tadeusz Baranowski z powodzeniem krystalizowat biatka [11] i wraz z Ludwikiem Chro-
bakiem planowat ich badania rentgenowskie. Niestety wojna przekresélita te zamiary,
a krystalografia biatek w Polsce musiata czekac kolejnych 50 lat na swoje odrodzenie.
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Ryc. 2. Przyrost zawarto$ci PDB wg lat. Szary slupek — suma wszystkich depozytéw,
czarny stupek - depozyty w danym roku (Zrédlo: RCSB PDB www.rcsb.org)
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Poczatkowo postep krystalografii biatek byl niewiarygodnie powolny, gdyz okresle-
nie struktury krysztatlu biatka zajmowato wiele lat. W roku 1971 znano zaledwie 7 struk-
tur bialek; staly sie one zalazkiem Banku Struktur Biatkowych, Protein Data Bank
(PDB) [12], w ktérym obecnie zgromadzonych jest ponad 105 tys. struktur makromo-
lekul, z przyrostem 10 tys. struktur rocznie. Analizujac statystyki PDB, dostrzegamy,
ze po kilku dekadach niemal niezauwazalnego postepu, w latach 90. ubiegtego wieku
rozpoczat sie majacy charakter eksplozji gwaltowny rozwdj tej bazy (ryc. 2). Co go spo-
wodowato?

Przyczyn bylo kilka, gtéwnie zwigzanych z postepem technicznym, takim jak gwatl-
towny rozwdj technologii komputerowej czy automatyki, pozwalajacej na usprawnienie
kluczowych etapéw doswiadczalnych, takich jak oczyszczanie i krystalizacja bialek. Naj-
wazniejsze bylo jednak zastosowanie inzynierii genetycznej do otrzymywania dowolnych
bialek (rekombinowanych) w komérkach bakteryjnych oraz zastosowanie na masowga ska-
le poteznych synchrotronowych Zrédel promieniowania rentgenowskiego. BodZcem do
tych ,wysokoprzepustowych” innowacji stala sie genomika strukturalna, ktéra w przeci-
wienstwie do klasycznej biochemii stawia sobie za cel rozszyfrowanie funkcji wszystkich
bialek, kodowanych przez kolejno sekwencjonowane genomy, przez zbadanie ich struk-
tury.

Cykl do$wiadczalny krystalografii makromolekut jest mozolny i skomplikowany.
W odréznieniu od krystalografii malych czasteczek rozpoczyna sie on dtugo przed tym,
kiedy wykrystalizowany materiat zostanie poddany dyfrakcji rentgenowskiej w celu wyz-
naczenia jego struktury atomowej. W krystalografii biatek proces badawczy zaczyna sie
od sekwencji DNA kodujacej badane biatko, ktéra klonuje sie, zazwyczaj w specjalnych
komérkach bakteryjnych, w celu wytworzenia biatka rekombinowanego. Biatko oczysz-
czone metodami wysokosprawnej chromatografii kolumnowej poddaje sie nastepnie,
po kontroli jakosci, krystalizacji (ryc. 3).

Zaleta tego podejscia jest latwo$é wprowadzania mutacji (na drodze inzynierii gene-
tycznej) do sekwencji rekombinowanego biatka oraz ,wyznakowania” go specjalnymi
setykietkami” czy atomami, np. atomami selenu (Se) wprowadzanego za pomoca obec-
nej w pozywce selenometioniny.

Bialka krystalizuje sie za pomoca tagodnej wymiany skladnikéw roztworu w procesie
dyfuzji przez faze gazowa (dyfuzja par) w mikroskopijnych kropelkach o objetosci 1 pl
(u=mikro, milionowa cze$¢) lub nawet znacznie mniejszej, ktére ,siedza” lub ,wiszg”
nad roztworem czynnika stracajacego. W zasadzie odeszliSmy juz od recznego przygoto-
wania krystalizacji. Wykonuja to obecnie szybkie, precyzyjne i oszczedne roboty krysta-
lizacyjne, dla ktérych ,,ustawienie” tysiecy kropli krystalizacyjnych o objeto$ci ~ 0.1 pl
jest sprawa kilku godzin.

Jesli udato sie wyhodowaé odpowiednie monokrysztaly, mozna rozpoczac¢ pomiary
dyfrakcji rentgenowskiej. Zasadnicza idea takiego eksperymentu jest taka sama jak
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w do$wiadczeniu Lauego: wiazka promieni ze Zrédla rentgenowskiego, przechodzac
przez krysztal, ulega dyfrakcji, a jej obraz rejestruje odpowiedni detektor. Wiekszo$¢
pomiaréw wykorzystuje promieniowanie monochromatyczne (o jednej dtugosci fali A).
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Ryc. 3. Proces badawczy biokrystalografii rozpoczyna sie zwykle od (1) przygotowania na drodze
inzynierii genetycznej bardzo czystego biatka, ktére nastepnie poddaje sie procesowi krystali-
zacji (obecnie z zastosowaniem robotéw). Wlasciwe badania krystalograficzne (2) polegaja na
zarejestrowaniu dyfrakcji na krysztale przy uzyciu superintensywnego promieniowania rentge-
nowskiego generowanego w cyklotronie, zwanym synchrotronem. Obraz dyfrakcyjny po skompliko-
wanych obliczeniach zostaje przeksztalcony w mape gesto$ci elektronowej krysztatu, ktéra ujawnia
obraz atomowy badanej molekuly. Najciekawszy etap badari polega na interpretacji uzyskanych wy-
nikéw (3) i wiaze sie nie tylko z odkrywaniem tajemnic molekularnych zycia, ale i z zastosowaniami
praktycznymi, takimi jak projektowanie lekéw, lepszych enzyméw czy rozwiazan dla produkcji
zywnosci. W cyklu badawczym najczesciej wystepuje sprzezenie zwrotne, tj. uzyskane wyniki pod-
powiadajg nowe koncepcje badawcze

Znakomicie upraszcza to interpretacje réwnania Bragga n\ = 2 d-sin 8: wystarczy zmie-
rzy¢ katy dyfrakcji (0), by uzyska¢ informacje o sieci krysztatu (d). Na marginesie za-
uwazymy, ze niezaleznie od tego, jak daleko posuniemy pomiary przy maksymalnych
katach ©__, zawsze natrafimy na odpowiadajaca im granice rozdzielczos$ci (analogicznej
do rozdzielczo$ci mikroskopu optycznego) d . .

max’

Nowoczesne stacje pomiarowe, np. przy synchrotronach w Grenoble (ESRF), Ham-
burgu (DESY), Chicago (APS) czy w Japonii, sg nieslychanie zaawansowane technicznie
1 wyposazone w ultranowoczesna aparature. Linia synchrotronowa dostarcza promie-
niowania rentgenowskiego (czesto skupionego do §rednicy ~1 um), krysztat zamontowa-
ny na goniometrze o submikronowej precyzyji chtodzony jest parami azotu o tempera-
turze 100 K (-173°C), dyfrakcje rejestruje niezwykle precyzyjny i szybki detektor
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powierzchniowy (zaawansowana technologia polprzewodnikowa). Przestrzen robocza
naszpikowana jest dodatkowymi mikroskopami, kamerami CCD, czasem mikrospe-
ktrofotometrami, komorami wypelionymi odpowiednim gazem etc. Znajdziemy tam
réwniez dewary z cieklym azotem, a bardzo czesto takze skomplikowany i precyzyjny
automat zwany robotem, ktory potrafi prowadzic seryjne pomiary bez obecno$ci czlo-
wieka.

Synchrotron jest w zasadzie urzadzeniem cyklotronowym (o §rednicy rzedu 1 km),
w ktérym relatywistyczne (tj. pedzace z predkoscia zblizona do predkosci §wiatla) elek-
trony lub pozytony (elektrony antymaterii) przelatujac przez skomplikowane i potezne
pola magnetyczne emituja fotony promieniowania elektromagnetycznego (np. rentgeno-
wskiego) o astronomicznej jasnosci, rzedu 10” fotonéw na sekunde. Caly pomiar dyfrak-
cyjny moze w zwiazku z tym trwac bardzo krétko, nawet kilka sekund.

Po zarejestrowaniu obrazu dyfrakcyjnego rozpoczynaja sie skomplikowane oblicze-
nia, ktérych celem jest odtworzenie rozkladu elektronéw w krysztale, nazywanego
w krystalografii gesto$cia elektronowa. Odtworzenie ,mapy” gestosci elektronowej jest
mozliwe, gdyz promieniowanie rentgenowskie ulega rozproszeniu wlasnie na elektro-
nach atomoéw i molekut chemicznych. Intensywnos$ci, lub raczej amplitudy, reflekséw
rentgenowskich zwiazane sa z gestoscia elektronowa zalezno$cia zwang transformacja
Fouriera. Istnieje wszakze zasadnicza trudnosc wynikajaca z faktu ,zgubienia” faz re-
fleks6w podczas wyznaczania amplitud przez pierwiastkowanie intensywno$ci.

W krystalografii makromolekul znamy trzy podstawowe sposoby rozwiazania tego
Problemu Fazowego. W historycznie pierwszej metodzie Podstawienia Izomorficznego
nalezy wyznakowac krysztal biatkowy bogatymi w elektrony atomami ciezkimi, metalami
ciezkimi w wersji pochodzacej od Perutza. Postepowali§émy tak przez z géra 50 lat, do
czasu, gdy nasz znakomity kolega, dr Zbigniew Dauter, zastapil toksyczne i drogie meta-
le powszechnymi i bezpiecznymi halogenkami [13].

Podstawienie Czasteczkowe dziala $wietnie dla podobnych struktur, a szansa powo-
dzenia ros$nie wraz z powiekszaniem sie zbioru dostepnych modeli w banku PDB.

Dla struktur calkowicie nowych (tj. niepodobnych do dotad poznanych) metoda
zwyboru jest MAD (Multiwavelength Anomalous Diffraction, czyli metoda dostrojonej
dyfrakcji anomalnej), w ktorej przez precyzyjne dostrojenie dtugo$ci fali promieniowa-
nia synchrotronowego wykorzystuje sie rozpraszanie anomalne (rezonansowe) specjal-
nie dobranych atoméw w krysztale, zwykle atoméw selenu.

Po rozwiazaniu struktury (tj. Problemu Fazowego) mozliwe staje sie zbudowanie
W oparciu o mapy gestosci elektronowej modelu atomowego badanej makromolekuly.
Kluczowe jest osiagniecie jak najwyzszej rozdzielczo$ci. Przy niskiej rozdzielczosci, np.
6 A (1 A (angstrem) to jedna dziesieciomilionowa (10 ®) centymetra), problemem moze
by¢ nawet poprawne wymodelowanie gléwnego zwoju taricucha biatkowego. Przy 3 A
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taricuch gltéwny jest zwykle jednoznaczny; wraz ze wzrostem rozdzielczo$ci takze lan-
cuchy boczne stajg sie coraz bardziej czytelne, umozliwiajac bezbledna korelacje struk-
tury z sekwencja aminokwaséw. Przy rozdzielczosci 1,2 A osiagnieta zostaje rozdziel-
czo$¢ atomowa. Jej przekroczenie wiaze sie z ogromna satysfakcja, jaka daje mozliwos$é
rozréznienia poszczegdlnych atoméw w krysztale, w tym atomow czasteczek wody. Przy
ultrawysokiej rozdzielczos$ci mozliwa jest nawet wizualizacja atoméw wodoru (zwykle
pomijanych w strukturach makromolekularnych). W strukturze matego biatka BPTI,
okreslonej przez nas z rozdzielczoscia 0,86 A, znalezlismy taricuszek potaczonych wia-
zaniami wodorowymi czasteczek wody [14].

Rozdzielczo$é atomowa jest rzadko$cia w krystalografii makromolekut, cho¢ w PDB
zdarzaja sie takie perelki. Bezwzglednym liderem jest struktura malego biatka krambi-
ny, okreslona z rozdzielczoscia 0,48 A [15]. W grupie kwaséw nukleinowych rekord na-
lezy do nas i odnosi sie do struktury (lewoskretnego) Z-DNA okreslonej z rozdzielczo$-
ciag 0,55 A [16].

Zawsze nalezy starac sie o jak najwyzsza rozdzielczo$¢ i — co sie z tym wiaze — o jak
najwieksza liczbe danych do§wiadczalnych, poniewaz zbudowany model makromolekuly
charakteryzuje gigantyczna liczba parametréw. Dla $redniej wielko$ci biatka o masie
czasteczkowej 60 tys. daltonéw (dalton (Da) jest jednostka masy atomowej; pojedyn-
czemu atomowi wodoru (H) odpowiada ~1 Da, atomowi wegla (C) ~12 Da), nawet naj-
prostszy model zawiera az 16 000 parametréw: skladaja sie na nie trzy wspétrzedne
(x,, z) kazdego atomu oraz jeden (izotropowy) parametr opisujacy amplitude jego drgan
(B). Bardziej realistyczny model, zaktadajacy anizotropowe drgania atoméw, wymaga juz
uzycia 45000 parametréw. Atomy wodoru nie sg tu w ogéle brane pod uwage. GdybySmy
chcieli je wlaczy¢ do modelu, tak jak to praktykuje sie w krystalografii malych czasteczek,
wymiary naszego modelu osiagnelyby gigantyczny poziom 70 000 parametréw!

Ile danych do$wiadczalnych mamy do dyspozycji, prébujac okresli¢ te parametry
przy réznych poziomach rozdzielczosci? Przy 6 A mieliby$my zaledwie ~1200 reflekséw
i brak szans na zbudowanie szczegétowego modelu atomowego. Dopiero przy rozdziel-
czosci ok. 2,7 A liczba obserwacji réwnowazy liczbe parametréw rozsadnego modelu.
Poniewaz liczba reflekséw roénie z trzecig potega w miare wzrostu rozdzielczo$ci, przy
rozdzielczosci 0,6 A mielibySmy komfortowa sytuacje: ponad milion niezaleznych danych
dos$wiadczalnych.

Przy niskiej rozdzielczosci, gdy nie wystarcza danych dyfrakcyjnych do udoktadnie-
nia modelu atomowego, positkujemy sie dodatkowymi danymi, ktére stajg sie wiezami
dla geometrycznych parametréw modelu. Te dodatkowe réwnania zadaja minimalizacji
odstepstw od wartosci standardowych, ktére sa nam znane z uprzednich badan. Typowe
wiezy nakladane sa na dlugo$ci wiazan, katy walencyjne, plaskie ugrupowania atoméw
czy kontakty van der Waalsa. Biblioteki standardéw geometrycznych dla biatek stworzyli
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Engh i Huber [17] na podstawie analizy podobnych fragmentéw strukturalnych w bazie
Cambridge Structural Database (CSD), ktéra gromadzi informacje o strukturze krysta-
licznej zwiazkow organicznych [18].

Jakie wyzwania stojg przed krystalografia bialek w Miedzynarodowym Roku Krys-
talografii, gdy w swietle nieprzerwanej rewolucji technicznej powinna by¢ ona gotowa
na kolejne ,,odrodzenie”? Wielkie wyzwanie rzuca biologia: dajcie nam wiecej struktur!
I predze;j! Jednak w tej pogoni za ,wiecej” nie wolno nam zgubic ,lepiej”. Jest ogromne
pole do poprawienia dokladnos$ci, jako$ciirozdzielczosci. O dziwo, krystalografia moze
tez dostarczyc¢ informacji o dynamice proceséw makromolekularnych.

Jeszcze wiekszym wyzwaniem jest zapotrzebowanie na struktury o coraz wiekszej
zlozonosci: bialka blonowe, wirusy, kompleksy wielosktadnikowe, cale organelle. Postep
w tym zakresie jest niezly: struktur bialek blonowych ciagle przybywa, w banku PDB
mozna znalez¢ kilkaset struktur wiruséw, w tym taki rodzynek jak rozdzielczosc 1,4 A
[19]. W roku 2009 Nagroda Nobla w dziedzinie chemii, ktéra odebrali Ada Yonath, Ven-
ki Ramakrishnan i Tom Steitz, ukoronowala lata zmagar o strukture rybosomu. Rybo-
som bakteryjny sktada sie z ok. 200 tys. atoméw niewodorowych. W rybosomie eukario-
tycznym jestich ok. 300 tys. Rybosom to uniwersalna maszyna molekularna syntetyzuja-
ca bialka na podstawie taSmy mRNA z zakodowana sekwencja. Rybosomy dzialaja
we wszystkich komdérkach zywych od miliardéw lat. Odpowiedzialne sa za biosynteze
wszystkich bialek na naszej planecie.

Krystalografia bialek atakuje coraz bardziej skomplikowane struktury krystaliczne,
na przyklad struktury modulowane, w ktérych zaburzona jest tréjwymiarowa okreso-
wo$¢. Niedawno w naszym zespole okredliliSmy strukture krysztalu biatkowego ze
wspotmierna modulacja. Jest ona zbudowana z 28 niezaleznych molekut biatkowych zto-
zonych sumarycznie z ~ 40 tys. atoméw niewodorowych [20]. Mamy tez kolejny, jeszcze
bardziej skomplikowany przypadek: rozwigzaliSmy strukture krysztatu z 72 czasteczka-
mi biatka w czesci asymetrycznej komérki elementarnej.

Czas to kolejny wymiar, ktéry moze byc¢ badany za pomoca metod krystalografii
biatek. W tradycyjnych eksperymentach, ktére trwaly wiele dni, a nawet tygodni, bylo
to nieosiagalne. Jednakze zZrédia synchrotronowe dziatajace w trybie polichromatycznym
umozliwiaja skrécenie czasu pomiaru do nanosekund (nano to jedna tysieczna jednej
milionowej albo 10°*) i to przy jednorazowej ekspozycii. Jesli wiec w krysztale zachodzi-
laby reakcja enzymatyczna trwajaca 1 milisekunde (0,001 s), jej przebieg mozna by uch-
wyci€ na serii zdje¢ poklatkowych zarejestrowanych w tym trybie, zwanym metoda Laue-
go. Laser rentgenowski na swobodnych elektronach (XFEL) umozliwia jeszcze szybsza
rejestracje dyfrakcji, jednak monochromatyczny charakter jego promieniowania nie jest
odpowiedni do tego typu zastosowan. W eksperymencie Lauego wiazka polichromatyczna
umozliwia zarejestrowanie wszystkich danych dyfrakcyjnych na jednym obrazie.
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Laser XFEL mozna sobie wyobrazic¢ jako otwarty, liniowy, dlugi na kilka kilometréw
synchrotron. W jego specjalnej strukturze rezonansowej i magnetycznej tworzy sie stru-
mien relatywistycznych elektronéw, ktére oddziatuja z polem elektromagnetycznym (pro-
mieniowaniem), ktére same wytworzyly. Prowadzi to do efektu SASE (SelfAmplified
Spontaneous Emission, samowzmocniona emisja spontaniczna), w ktérym generowane
s ultrajasne blyskifotonowe. Jedno takie urzadzenie juz dziala, nastepne sa w budowie.
Jasnoéé lasera XFEL przewyzsza o 10 rzedéw najpotezniejsze Zrédla synchrotronowe.
Wiazka taka niszczy kazda materie w czasie ok. 100 femtosekund (1 femtosekunda =
10 % gdyby sekunde skrécié¢ do femtosekundy, wiek Wszech§wiata (~14 mld lat)
skrécitby sie do 7 minut).

Gdyby jednak udalo sie zarejestrowaé dyfrakcje jeszcze szybciej, przed destrukcja
- krystalograf bylby géra! Pierwsze do§wiadczenia pokazaly juz, ze jest to mozliwe. Super-
cienki strumien zawiesiny nanometrowych krysztalkéw wstrzykuje sie wprost do pulsuja-
cej wigzki lasera XFEL. Za kazdym razem, gdy blysk rentgenowski trafi w krysztat - re-
jestrowana jest dyfrakcja. Sktadajac ~15 000 takich czastkowych obrazéw dyfrakcyjnych
uchwyconych w czasie 3 mln blyskéw, krystalografowie na Uniwersytecie Stanforda roz-
wiazali i udokladnili kilka struktur krystalicznych [21], w tym bialek btonowych [22].

Na naszych oczach rodzi sie krystalografia z krysztalami zredukowanymi do roz-
miaréw nanometréw, naswietlanych blyskami rentgenowskimi o astronomicznej jasno$-
ci. Eksperyment taki — cho¢ niewiarygodnie szybszy — koncepcyjnie nie odbiega od mo-
delu klasycznej krystalografii. Jednak nastepny krok, z catkowita zmiang paradygmatu,
wydaje sie oczywisty: obrazowanie rentgenowskie pojedynczych molekut.

Czeka nas wiec krystalografia bez krysztaléw, w skali nanometréw i w czasie femto-
sekund. Perspektywa przyprawiajaca o zawro6t glowy i niezwykle jasna przyszlosé: w prze-
no$ni i dostownie. Mocny i optymistyczny akcent na Miedzynarodowy Rok Krystalo-
grafii!
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Protein crystallography
in International Year of Crystallography

The United Nations proclaimed 2014 as International Year of Crystallography. Unlike physics,
chemistry or biology, crystallography is a rather narrowly defined science. It is, however, very
powerful through its structure-penetrating methodology and interdisciplinary intergrowth with
all other natural and life sciences. Evolved from a mineralogy-related subject, crystallography
gained momentum with the discovery of Max Laue (1912) that X-rays can be diffracted by crys-
tals. In the hands of the father-and-son team of the Braggs in England, this discovery became
a powerful tool for unraveling the atomic structure of matter. Starting with simple chemical
molecules and crystals, the method of X-ray crystallography has also been used for biological
macromolecules and their complexes, such as viruses, biological machines and organelles.
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In a spectacular synergism, crystallography and technology have fueled their own advances. The
most dramatic change happened, and is still happening, in the generation of powerful X-ray
beams. Home sources are almost forgotten and even the most powerful synchrotrons are being
dwarfed by the looming X-ray Free Electron Lasers. With brightness that makes our Sun look
terribly pale, these sources will ultimately allow us to get rid of the final constraint: of the crys-
tal. We are thus looking into crystallography without crystals, at nanometer scale and in femto-
second time. However, the principle of diffraction holds, and the goal is the same: to understand
the processes of life through the elucidation of the atomic structure of matter, even if it is tran-
sient, dynamic, or otherwise delicate.

Key words: protein crystallography, International Year of Crystallography, structural biology,
Data Protein Bank, synchrotron radiation, XFEL
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