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Rozpraszanie rezonansowe w rentgenografii strukturalnej —
wybrane aspekty teoretyczne i aplikacyjne

Prezentowany autoreferat zawiera opis osiggniecia naukowego udokumentowanego cyklem
powiazanych tematycznie publikacji (H1-H9), z ktérych wyodrebnione zostaty dwa gtéw-
ne nurty badawcze, ktorych jestem autorem lub wspétautorem. Pierwszy dotyczy wybra-
nych zagadnien teoretycznych zwiazanych z rozpraszaniem anomalnym promieniowania
rentgenowskiego na krysztatach, a bardziej szczegdétowo — chodzi o wtasnosci statystyczne
roznic Bijvoeta. Drugi dotyczy wykorzystania rozpraszania anomalnego (w tym réwniez
wspomnianych wlasnosci) w badaniach strukturalnych, ktorych efektem jest kilka nowych
struktur makromolekularnych.

1 Woprowadzenie

Rozpraszanie rezonansowe i rozpraszanie anomalne sa terminami uzywanymi wymien-
nie do opisu rozpraszania promieniowania np. elektromagnetycznego (w tym rentgenow-
skiego) w poblizu krawedzi absorpcji. Zjawisko to niewatpliwie komplikuje opis procesu
rozpraszania, ale — jak zazwyczaj w takich wypadkach bywa — otwiera réwniez nowe
mozliwosci badawcze. Mozliwodci te dla struktur niecentrosymetrycznych i niechiralnych
sg skromniejsze i sprowadzaja sie do mozliwosci okreslenia bezwzglednej orientacji krysz-
tatu wzgledem uktadu laboratoryjnego. Dla struktur chiralnych wachlarz zastosowan tego
zjawiska jest jednak znacznie szerszy. W badaniach makromolekularnych wykorzystuje
sie je gtownie do lokalizacji centréw rozpraszania rezonansowego i okresélania faz promieni
rozproszonych (metody MAD, SAD, MIRAS, SIRAS), natomiast w przypadku zwiaz-
kow maloczasteczkowych — do okreslenia struktury absolutnej krysztatéow i konfiguracji
absolutnej zwiazkéw chiralnych. Dzigki wykorzystaniu rozproszenia rezonansowego w ro-
ku 1951 poraz pierwszy doszto do oznaczenia konfiguracji absolutnej zwiazku o budowie
chiralnej z wykorzystaniem dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego [1].

Przygladajac sie blizej poczatkom rengenografii mozna zauwazy¢, ze przez diuzszy
czas zmagano si¢ z tym zjawiskiem. Wprawdzie mozliwo$¢ wykrycia srodka symetrii na
podstawie symetrii obrazu dyfrakcyjnego byta zywo dyskutowana od momentu odkrycia
przez Lauego dyfrakeji promieniowania rentgenowskiego na krysztatach w 1912 roku [2],
to francuski mineralog i krystalograf Georges Friedel uzasadniat juz w 1913 roku, ze
obraz dyfrakcyjny kazdego krysztatu (niezaleznie od obecnosci w jego strukturze $rodka
symetrii) musi by¢ centrosymetryczny [3]. Fakt ten zyskal miano prawa Friedela. Chociaz
juz wtedy istnialy przestanki do stwierdzenia, ze dla niektorych krysztalow, takich jak
np. blenda cynkowa, obraz dyfrakcyjny jest niekoniecznie centrosymetryczny, dopiero w
1927 roku Ewald i Hermann zwrécili uwage na fakt, ze odstepstwo od prawa Friedela
dla krysztaléow niecentrosymetrycznych moze by¢ spowodowane absorpcjg promieniowania
[4]. Wowczas niezerowe réznice intensywnosci reflekséw zwiazanych srodkiem symetrii,
Ink — Injp, tzw. réznice Bijvoeta (oznaczane réwniez jako IT — I7) niosa informacje o
lokalizacji centréw (atoméw) wykazujacych anomalne rozpraszanie.
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W praktyce réznice sg raczej niewielkie, a czasami wrecz trudno uchwytne na tle réznic
wynikajacych z niepewnosci pomiarowych. Nasuwa sie wiec pytanie o warunki wykona-
nia pomiaru, pozwalajace uzyska¢ wartosciowe dane dla krysztatu charakteryzujacego sie
okreslonym poziomem anomalnego rozpraszania (nawiazuje do tego pytania w pracach
H3 i H9). Wpierw jednak nalezy podaé sposob ilosciowego zdefiniowania tego poziomu.
Mozna to, oczywiscie, zrobi¢ na wiele sposobéw, ale wydaje sie, ze najbardziej naturalnym
wyborem jest iloraz wartosci sredniej modutu réznicy Bijvoeta i Sredniej intensywnosci,
(|AI|)/(I). Po pewnym doprecyzowaniu bede ten parametr nazywal sygnalem anomal-
nym, cho¢ w literaturze mozna sporadycznie spotka¢ rowniez inne definicje tego terminu
5, 6].

Nalezy w tym miejscu zrobi¢ wazng uwage. R6znice Bijvoeta mierzone w eksperymen-
cie maja dwie sktadowe: jedna jest realnym efektem zwigzanym z rozpraszaniem rezonan-
sowym i oznaczamy ja jako Al,,.m, a druga zwigzana jest z niepewnosciami pomiarowymi
i oznaczmy ja jako Alppise, czyli AI = Alypom + Alyoise [H9]. Okreslenie sygnal anomalny
odnosi sie tylko do sktadowej Al,pom-

Mozliwos¢ oszacowania wielkosci sygnatu anomalnego a priori, przed rozwigzaniem
struktury a nawet przed wykonaniem eksperymentu moze by¢ bardzo pomocna przy oce-
nie szans na okreslenie faz struktury makromolekularnej [H9], badZ szans na okreslenie
struktury absolutnej krysztalu maloczasteczkowego, natomiast jego znajomo$é a posterio-
ri moze by¢ pomocna w ocenie jakosci przeprowadzonego eksperymentu dyfrakcyjnego i
detekeji pewnego rodzaju nieprawidtowosci w udoktadnionej strukturze [H7]. Wydaje sie
wiec pozytecznym znalezienie formuty pozwalajacej w miare precyzyjnie okresli¢ wielkos¢
tego parametru na postawie samego sktadu krysztatu (bez znajomosci jego struktury), o
czym bedzie mowa w paragrafie 2 [H2,H5|.

Tak zdefiniowany sygnatl anomalny niesie w sobie tylko ogdlng informacje o ,sile”
rozpraszania rezonansowego. Ciekawym wiec wydaje sie pytanie bardziej szczegdtowe,
pytanie o ksztalt statystycznego rozktadu réznic Bijvoeta, AI = I™ — I~ i jak taki roz-
ktad zalezy np. od skladu, czy symetrii krysztalu (nawiazuje do tego pytania w pracy
HB8). Powszechne w krystalografii jest wykorzystanie rozkltadow statystycznych intensyw-
nosci badz znormalizowanych czynnikéw struktury (np. do identyfikacji §rodka symetrii
w strukturze). Przy coraz wyzszej precyzji pomiaréw, a tym samym réznic Bijvoeta, nie
jest wykluczone, ze rozktady tych réznic mogtby réwniez byé uzytecznym narzedziem w
okreslonych sytuacjach [HS].

2  Wielkos$¢ sygnatu anomalnego dla dowolnego sktadu krysztatu

Rozpraszanie rezonansowe wywotuje nie tylko zmiane amplitudy rozpraszanego promie-
niowania, ale — co nawet wazniejsze — zmiane jego fazy. Oznacza to, ze w opisie mate-
matycznym atomowy czynnik rozpraszania staje si¢ liczba zespolong, ktéra bede oznaczat
jako f€¢. Poniewaz co do oznaczen wielu stosowanych w tym tekscie wielkosci nie ma ogdlnie
przyjetych standardéw, dla unikniecia niejednoznaczno$ci zestawiam ponizej oznaczenia
tych wielkosci, ktorymi bede sie postugiwat.
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2.1 Oznaczenia

H = (hkl) wektor sieci odwrotnej,
i, j, k, A, B mate indeksy oznaczajg numery atoméw w komoérce elementarnej,
a duze numeruja typy atomow,
r; potozenie j-tego atomu w komérce elementarnej,
Arj, =rj —71) roznica potozen atomoéw j i k w komorce elementarnej,
€= fiq frtif; zespolony atomowy czynnik rozpraszania,
J Y| J
I5 = Joj ' zespolony atomowy czynnik rozpraszania w postaci wykladniczej,
Aj = 6j — Oy, roznica faz dla atomowych czynnikéw rozpraszania,
(X) srednia wartos¢ zmiennej losowej X odnoszaca sie do okreslonej rozdzielczosci,
e~Ti = ¢=Bjsin? /X czynnik uwzgledniajacy drgania termiczne o wielkosci B; dla
atomu j-tego,
qj czynnik obsadzenia atomu o numerze j,
cj = qj e T czynnik obsadzenia zmodyfikowany o czynnik temperaturowy
dla atomu o numerze j,
|F*|, |F~| amplitudy czynnikéw struktury dla (hkl) i (hkl), odpowiednio
AlF|gnom = |FT| — |F~ réznice Bijvoeta dla czynnikéw struktury,
J y Y
AlF?, .. = |FT|? —|F~|? réznice Bijvoeta dla kwadratéw czynnikéw struktury,
Algpom =11 =1~ réznice Bijvoeta dla intensywnosci,
A|F
Agnom = W sygnal anomalny zdefiniowany przez czynniki struktury,
_ {|ATanom|) : : .
Aognom = i) sygnal anomalny zdefiniowany przez intensywnosci,
qugm wktad do Agnom 1ub Aggnom pochodzacy od atoméw typu A i B,
Alegp = Alynom + Alnoise eksperymentalnie okreslona réznica Bijvoeta,
<|A017§”‘> srednia eksperymentalnych réznic Bijvoeta w stosunku do niepewnosci

pomiarowych oznaczana jako c.

Jak juz wspomniano powyzej w definicjach réznic Bijvoeta i sygnalu anomalnego ozna-
czenie ,anom’ wskazuje na fakt, ze réznice te sa jedynie skutkiem odstepstwa od prawa
Friedela i nie zawieraja wkladéw pochodzacych od niepewnosci pomiarowych (bledéw
przypadkowych). Réznice pochodzace od btedéw przypadkowych, ktére zawsze sa obecne
dla réznic uzyskanych eksperymentalnie, oznaczane beda przez Al,qise.

2.2 Formula okreslajgca wielkosé sygnatu anomalnego

Prosta zalezno$¢ umozliwiajaca oszacowanie wielkosci sygnatu anomalnego w zaleznosci
od sktadu krysztalu zostata podana przez Hendricksona i Teeter w 1981 [7]:

A V3 Ja [Na 1
anom — fo N7p ()

gdzie Z.p =~ 6,7 oznacza efektywny (usredniony dla réznych typéw atoméw niewodoro-
wych wystepujacych w strukturach biatkowych) atomowy czynnik rozpraszania dla roz-
proszenia pod katem réwnym zero, Ny i Np oznaczajq liczbe atoméw rozpraszajacych
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anomalnie i pozostatych, odpowiednio, a f, — urojona porawke do atomowego czynnika
rozpraszania. Wzor (1) ma te istotna wade, ze mozna go zastosowaé tylko w bardzo szcze-
gblnym przypadku: gdy w strukturze znajduje sie tylko jeden typ atomow rozpraszajacych
anomalnie i wszystkie obsadzenia tych atoméw sg catkowite. Ciekawym byltoby uogdlnie-
nie tej formuly na dowolny sklad krysztaltu. W 2001 roku Weiss et al. [8] zasugerowali
nastepujace uogolnienie:

gdzie A =1,2,...0Q), a QQ oznacza liczbe réznych typoéw atoméw obecnych w strukturze,
a N, oznacza liczbe atoméw typu A.! Dwa lata pdzniej Girard et al. [9] uwzglednia-
jac niecatkowite wspotezynniki obsadzenia atoméw wyprowadzili natomiast nastepujace
uogdlnienie formuty (1):

gdzie Np oznacza liczbe atoméw w komoérce elementarnej.

Formuly (2) i (3) maja réwniez pewna podstawowa wade: daja niezerowy wynik w
przypadku struktur homogenicznych, dla ktérych sygnat anomalny powinien by¢ réwny
zero. 7 tego powodu na ogot wyniki przez te formuty przewidywane sg zawyzone réwniez
dla struktur heterogenicznych.

Dla przyktadu, wielkos¢ sygnatu anomalnego dla zwigzku o sktadzie C14HooNOBr i
dtugoéci fali A = 2A na podstawie wzoru (2) to 6,5%, a dla zwigzku z jednym atomem
bromu wiecej, C14H19NOBry, to 7,2%. Natomiast wedlug przeze mnie wyprowadzone-
go wzoru (4) to 3,8% i 3,3%, odpowiednio. Mozna tu poczynié¢ ciekawa obserwacje, ze
zwickszenie liczby atoméw rozpraszajacych anomalnie nie musi prowadzi¢ do zwigkszenia
sygnalu anomalnego, a czasami wrecz odwrotnie — do jego zmniejszenia.

Zagadnienie uogélnienienia formuly (1) zainteresowalo mnie w 1999 roku, przy pré-
bie rozwigzania struktury apocrustacjaniny A; metodg podstawienia izomorficznego, w
ktorej oprocz atoméw siarki (biatka natywnego) mial(y) oczywiscie wystepowaé atom(y)
ciezki(e). Interesowato mnie czy efekt pochodzacy od réznych atoméw rozpraszajacych
rezonansowo jest addytywny tzn. czy wktady od poszczegdlnych atoméw sumujg sie w
prosty sposob. Okazato sie, ze nie, i ze o wielkosci sygnalu anomalnego nie decyduje
sama wielko$¢ poprawki urojonej dla atomowego czynnika rozpraszania, ale réznice faz
Ajp = 04 — dp dla poszczegdlnych par typéw atoméw. Wkiadéw do sygnatu anomalne-
go jest wiec tyle ile jest par typoéw atomoéw: dla dwu typéw bedzie to tylko jedna para,
dla trzech — trzy, a dla czterech — szes¢. Pierwsze, rezultaty zaprezentowalem na SRS
User’s Meeting w Daresbury w 1999 roku [10], na ECM 20 w Krakowie w 2001 [11] i
w 2002 roku we Wroctawiu na Konwersatorium Krystalograficznym [12]. Podane przeze

W cytowanym artykule uzyto innych oznaczen.
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mnie uogolnienie dotyczyto przypadku dwu typéw atoméw rozpraszajacych anomalnie,
gdyz struktura apocrustacyaniny A; zawierata oprocz atomoéow siarki tylko atomy kse-
nonu, ktory zostal wpompowany do krysztatu pod cisnieniem 14 atm w celu uzyskania
pochodnej izomorficznej.

Prawidlowe formuty stuszne dla dowolnych obsadzen atoméw i traktujace wszystkie
atomy jako rozpraszajace anomalnie byty sukcesywnie podawane przeze mnie w pracach:
[11], [12], H2, [13] dla dwu typéw anomalnie rozpraszajacych, w pracach [14, 15, 16]
dla dowolnej liczby atoméw rozpraszajacych anomalnie i dowolnym obsadzeniu. Postaé
najogoélnieszej formuty otrzymane przeze mnie jest nastepujaca:

Q
Acmom = Z (Aé‘,ﬁmy (4)

B>A

gdzie A, B =1...(@Q oznaczaja typy atomow wystepujacych w strukturze, a indywidualne
AB

anom?

wktady od poszczegdlnych heterogenicznych par, A w tej sumie maja postac:

8 " 4 fl) — + f! N4 Np
AﬁnB;m: —7 ‘fB(fA fA<>|F‘2>A<fB fB)’ Z Z C?AC?B (5)

ja=lip=1
gdzie cu; i cp, — zmodyfikowane czynniki obsadzenia (patrz oznaczenia na str. 6), a N i
Np — liczba atomoéw typu A i B odpowiednio.

W 2007 roku Flack i Shmueli [17] doszli do takiego samego rezultatu jak przedstawio-
ny w formule (4) uzupehiajac go o przypadek centrosymetrycznej podstruktury. Jezeli w
strukturze wystepuje centrosymetryczna podstruktura to zalezno$¢ (4) przyjmuje naste-
pujaca forme:

Q Q'
Aanom = | D (AGE)? = D (A%E)? (6)
B>A A'>B’

gdzie wielkosci primowane odnosza si¢ do centrosymetrycznej podstruktury. Nalezy za-
uwazy¢, ze to uzupeklienie ma zastosowanie tylko w przypadku gdy centrosymetryczna
podstruktura jest heterogeniczna, gdyz w przeciwnym wypadku jej wktad do sygnatu
anomalnego jest zerowy z definicji.

2.3 Zalozenia przyjete przy wyprowadzenie formuly okreslajgcej wielkosé
sygnatu anomalnego

W tym paragrafie przedstawie szkic wyprowadzenia formuly (4), aby uwypuklié zatozenia
przyjete przy jej wyprowadzeniu. Pozwala to zrozumie¢ pewne ograniczenia, o ktorych
bedzie mowa w paragrafie 6.

Aby obliczy¢ sygnat anomalny wyjdziemy z klasycznego wzoru na czynnik struktu-
ry, Fu, z uwzgledniem drgan termicznych i czesciowych obsadzenia atoméw. Wowczas
mozemy zapisa¢, ze Fg = e™T X0, ¢; fe?™ ™ a kwadrat modutu czynnika struktury
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wygodny do obliczen réznic Bijvoeta przybiera postac:

[Fuf = Z P+ S0 cxufopfon {0 A i it

k=1j>k

i, jak mozna wykazaé, réznice Bijvoeta wyrazaja sie wzorem (7) [H2].

N N
A|Ful?,,, = —4 SN cickfojfor sin Ay sin(2rH-Arjy) (7)
k=1j>k

Polozenia atoméw, r;, traktujemy jako niezalezne zmienne losowe o rozkladzie jed-
nostajnym w komorce elmentarnej. Jest to standardowe zatozenie stosowane np. przy
wyprowadzaniu rozktadéw prawdopodobienstwa dla intesywnosci refleksow, czy znorma-
lizowanych czynnikéw struktury. Przy takim zalozeniu réwniez réznice Arj, maja rozktad
jednostajny, ale tylko przy — skadinad oczywistym — zatozeniu o periodycznosci sieci
krystalicznej. Co bedzie bardzo wazne dla okreslenia rozktadéw prawdopodobienstwa dla
par Bijvoeta (paragraf 7) to to, ze niezalezno$¢ zmiennych r; nie implikuje niezalezno-
Sci zmiennych Arj,. W przypadku wyprowadzenia formuly (4) wazne jest natomiast —
co mozna prosto wykaza¢ — ze zmienne sin(27H-Ar;;) sa nieskorelowane. Mozna wigc

réznice Bijvoeta (7) potraktowaé jako sume nieskorelowanych zmiennych losowych

N N
AlFalgnom = D2 Y X (8)

k=1j>k
o postaci xjx = —4fojforcicrsin Aj,sin(2rH - Ar;y,). Jezeli wariancje zmiennej losowej

A|Fyl?,,,, oznaczymy jako 02A| Fl2,. @ wariancje zmiennych x;i jako oji, to w przypadku
nieskorelowanych zmiennych losowych mozemy zapisac:

N N
2 2
ONFE = 2 2 Tih (9)
k=1j>k

gdzie oj, = V8 fojforcick|sin Ajy|. Po zagregowaniu atoméw tego samego typu mozna
réwnanie (9) zapisa¢ réwniez w bardziej zwartej postaci:

Q Q
U2A|F|gmm = Z Z 01243 (10)

A=1B>A

gdzie: o4 = V8foufon|sin Aup| 21 Z JA ;.. Przy zalozeniu, ze réznice Bijvoeta
ja=lip=
podlegaja rozktadowi Gaussa srednia Wartosm bezwzglednej takiej réznicy wyrazi sie za-

leznoscia: (|A|Ful?,.,|) = \/2/702A| 2. co wprost prowadzi do wzoru (4). Wzor ten
wskazuje, ze okreslenie konfiguracji absolutnej dla czystego weglowodoru i dla typowych
dtugodci fal graniczy z niemozliwoscia. Wzor (4 z uzupetnieniem Flacka i Shmuelego (6)
zostal zaimplementowany przeze mnie i L. Sieronia na stronie http://assc.p.lodz.pl,
ktora umozliwia obliczenie sygnatu anomalnego dla dowolnego sktadu krysztatu w szero-
kim zakresie dtugosci fal [15, 14].
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2.4 Dwie uvwagi uzupeiniajgce

Pierwsza uwaga ma charakter metodologiczny i dotyczy relacji miedzy teoriami opisuja-
cymi ten sam zakres zjawisk. Jezeli pojawia sie nowa, bardziej ogdlna teoria, to powinna
by¢ ona zgodna z teorig starg w zakresie jej stosowalnosci jak to sie dzieje np. w przypad-
ku mechaniki relatywistycznej i klasycznej. Dlatego w pracy H2 nowo otrzymany wzor
zastosowatem do przypadu kiedy mamy w strukturze tylko jeden typ atoméw rozprasza-
jacych anomalnie i por6éwnatem go z formuta (1). Okazalo sie, ze obszarze stosowalnosci
obu teorii ich wyniki sg bardzo zblizone, czego nalezalo oczekiwaé.? Jak sie okaze ta ogdl-
na zaleznos¢ miedzy teoriami moze by¢ bardzo pomocna w testowaniu stusznosci nowych
teorii, o czym wspominam w paragrafie 7 opisujacym rozktady prawdopodobienstwa par
Bijvoeta.

Druga uwaga ma charakter historyczny. Kiedy postawitem sobie pytanie o wielkos¢
sygnatu anomalnego dla dowolnego sktadu krysztatu znatem jedynie formute (1). W pracy
[7] nie byto, zadnych odnosnikéw do prac wezesniejszych na ten temat. Dopiero po wielu
latach natknatem sie na prace Grochowskiego i Serdy [19] w ktérej autorzy zajmuja sie
podobnymi zagadnieniami, cho¢ w bardziej ograniczonym zakresie, i powotuja sie na prace
Zachariasena z 1965 roku [20] w ktérej to zagadnienie rowniez sie zdawkowo pojawia. Co
ciekawe, ani Weiss et al. [8], ani Girard et al. [9], ani Flack i Shmueli [18] réwniez nie
powotywali si¢ na te prace. Mamy tu do czynienia z wielokrotnym niezaleznym podej$ciem
do tego samego problemu, co czasami si¢ zdarza w badaniach naukowych.

3 Wptyw dtugosci fali, redundancji danych oraz zrédfa promieniowania na wielko$¢
uzytecznego sygnatu anomalnego [H3,H2]

Proces okreslenia struktury makromolekularnej nie jest jeszcze tak zautomatyzowany jak
rowigzanie struktury maloczasteczkowej®. Nawet metoda podstawienia czgsteczkowego
(MR) oparta na pojedynczym zbiorze danych dyfrakcyjnych wymaga czesto interwencji
badacza. Tym bardziej dotyczy to metod wymagajacych przeprowadzenia dodatkowych
eksperymentéw dla r6znych pochodnych izomorficznych (SIR, MIR), lub réznych dtugosci
fali (MAD). Metody oparte na pomiarach réznic anomalnych jak MAD i SAD wymagaja
bardzo doktadnych pomiaréw i jest dos¢ oczywiste, ze w takich przypadkach preferowane
sg zrodta synchrotronowe. Jednak postep zaréwno jesli chodzi o zréodta konwencjonalne
i coraz doskonalsze detektory sprawia, ze rowniez w warunkach laboratoryjnych mozna
wykonywaé takie pomiary [21, 22]. W pracy H3 gléwnym celem bylo okreslenie warun-
kéw umozliwiajacych lokalizacje atomow stabo rozpraszajacych anomalnie dla lizozymu i
apocrustacyaniny A;. W odrdznieniu od wezesniejszych prac [23, 22, 24] podjeli$émy prébe
wyznaczenia tych pozycji na podstawie pomiaréw w temperaturze pokojowej. Wyzszy po-

2Niestety ta oczywista zaleznoéé miedzy teoriami nie jest powszechnie uéwiadamiana przez krystalogra-
féw, o czym moglem sie przekonaé podczas dyskusji z autorami pracy [18] piszac do niej swdj komentarz
w pracy HS.

3Przynajmniej bylo tak na przetomie roku 1999 i 2000 kiedy zetknatem sie z zagadnieniami krystalo-
grafii makromolekularnej
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zion sygnalu anomalnego zwigksza szanse na rozwigzanie struktury. Jego wielkos¢ zalezy
oczywiscie nie tylko od sktadu krysztatu, ale rowniez od dhugosci fali uzytego promie-
niowania (poprzez czynniki f” we wzorze 4). W pracy H2* zaproponowaliémy metode
rozwiazywania struktur makromolekularnych, bedacag modyfikacja metod SIR i SAD z
uzyciem fali o wiekszej dtugosci w celu zwiekszenia sygnatu anomalnego.

3.1 Aspekty metodyczne

Precyzyjne wyznaczenie réznic Bijvoeta jest zawsze zadaniem wymagajacym, a juz szcze-
gblnie dla pomiaréw w temperaturze pokojowej, ze wzgledu na dodatkows absorpcje po-
chodzaca od materiatu kapilary, w ktorej umieszczony jest krysztat. W zwiazku z tym
redukcja danych dyfrakcyjnych powinna by¢ przeprowadzona bardzo starannie. Szczegdl-
nie istotne w przedstawionych przyktadach okazato si¢ monitorowanie ilosci odrzuconych
reflekséw na poszczegblnych ramkach podczas redukeji danych (rys. 2). Réwniez wybér
oprogramowania do redukcji danych okazal si¢ mie¢ znaczenie. W celu uzyskania naj-
lepszego wyniku testowatem dwie alternatywne drogi redukeji danych z jednej strony za
pomoca programéw DENZO i SCALEPACK [25], a z drugiej za pomoca programéw MOS-
FLM [26] i SCALA [27]. Po wielu przeprowadzonych testach okazalo sie, ze pierwsza opcja
jest korzystniejsza z dwu powodow. Po pierwsze, dane procesowane za pomoca programow
MOSFLM i SCALA daja nieco nizsze (ale wyrazZnie zuwazalne) odchylenia standardowe
dla zmierzonych czynnikow struktury, co sztucznie poprawiato jako$¢ danych. Po dru-
gie, szczegdlowa analiza Srednich wartosci réznic Bijvoeta w poszczegdlnych przedziatach
rozdzielczosci dla danych synchrotronowych i laboratoryjnych pokazata, ze wartosci te sa
blizsze zera (w idealnym przypadku powinny by¢ réwne zero) w przypadku pierwszej opcji.
To spowodowato, ze w dalszych probach korzystatem juz tylko z programéw DENZO i
SCALEPACK.

Drugim waznym zagadnieniem byto ustalenie rozdzielczosci, dla ktérej w danych dy-
frakcyjnych istnieje uzyteczna informacja o rozpraszaniu anomalnym. Zaproponowatem
do tego uzycie parametru Ns® [H3], ktory wydaje sie bardziej czuty niz (|AF|/oar) i
niezaleznie od tego czy wielko$ci odchylen standardowych sa przeszacowane czy niedo-
szacowane, to zmiany tego parametru pozwalajg uchwyci¢ dos¢ doktadnie granice, gdzie
pojawia sie sygnal anomalny (rys. 11 3).

W celu przetestowania wptywu dtugosci fali, rodzaju Zréodia oraz redundancji na moz-
liwos¢ lokalizacji atoméw wykazujacych stabe rozpraszanie rezonansowe uzyliSmy krysz-
taléw lizozymu (HEWL) oraz apocrustacyaniny A; (Apo A;).

4Prcaca H2 zostata wyrézniona przez edytora Crystallography Newsletter w numerze 3 z 2003 roku.

5 Nyef 0znacza liczbe reflekséw dla ktérych (|AF|) jest wieksze od 3oaF W poszezegdlnych przedziatach
rozdzielczo$ci. Mozna ten parametr stosunkowo tatwo policzy¢ korzystajac z programu sftools z pakietu
CCP4 [27].
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3.2 Przygotowanie danych dyfrakcyjnych i lokalizacja atomoéw siarki dla
lizozymu (HEWL)

Dla HEWL zostaly wykonane eksperymenty dyfrakeyjne dla czterech dtugosci fali: 0,710 A
(MoK,) i 1,541 A (CuK,) na dyfraktometrze Rigaku z detektorem powierzchniowym R-
AXIS IIc oraz 1,483A i 2,0A na synchrotronie SRS w Daresbury.

Na podstawie zachowania parametru N, w oceniatem dla jakiej rozdzielczosci rozpra-
szanie rezonansowe staje sie widoczne na tle statystycznych bledéw pomiarowych. Dane
ograniczone do odpowiedniej rozdzielczoéci (w tym wypadku okoto 3A) (rys. 1) stanowi-
ly dane wejsciowe dla programu SnB [28] stuzacego do rozwiazywania struktury metoda,
,shake and bake”. Dziatanie tego programu jest stosunkowo czasochtonne, ale w owym
"
s
25
24

157
1

<|AFaon|/cAFanom>

Resolution (A)

(@)

Resolution (A)

(b)

Rys. 1: Statystyka dla HEWL [Mo K,, (kropkowano-przerywana linia), Cu K, (kropkowana linia), 1.488 A
synchrotron (przerywana linia) i 2.0 A synchrotron (linia ciagta), 486 ramek]: AF/oapr w funkcji rozdziel-
czosci (a); Nyer w funkeji rozdzielczosci (b).

czasie byl to program dajacy bardzo dobre, a moze nawet najlepsze rezultaty. Jak widac¢ na
rysunku 1 dla danych uzyskanych za pomocg lampy molibdenowej nie ma najmniejszego
sladu rejestracji sygnatu anomalnego. Dla danych CuK, dopiero przy rozdzielczosci okoto
4A pojawia sie kilkanoscie reflekséw wychodzacych ponad poziom tla, ale jest to zdecy-
dowanie za mato, aby okresli¢ potozenia atomow siarki. Nieco lepiej wyglada sytuacja dla
danych synchrotronowych 1,488 A, ale i tutaj rozdzielczo$é, prazy ktérej pojawia sie sygnat
anomalny jest bardzo niska (~ 4A). Wydaje sie, ze jedyny zbiér danych, ktéry daje na-
dzieje na rozwigzanie to zbiér dla fali o dtugosci 2A, dla ktérego pierwsze oznaki sygnatu
anomalnego wystepuja przy rozdzielczoéci okoto 2,5A. Niestety nawet w tym przypadku
przy standardowej procedurze redukcji danych dyfrakcyjnych nie udato sie zlokalizowaé
atomow siarki. Przy blizszym przyjrzeniu sie procesowi skalowania ramek mozna byto za-
obserwowaé ciekawe zjawisko (rys. 2) polegajace na okresowym wzroscie liczby refleksow
odrzuconych w zaleznosci od kata rotacji krysztatu. Wykluczenie z procesu skalowania ra-
mek wykazujacych to anormalne zachowanie (kierujac sie wskaznikami takimi jak x? oraz

12
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Ryerge) zredukowato ich liczbe (ramek) z 943 do 486. Usuniecie prawie potowy ramek
spowodowalo wyeliminowanie bledéw systematycznych i umozliwito lokalizacje atomdow

rozpraszajacych rezonansowo za pomocg programu SnB.
Pomimo stosunkowo wysokich wartosci (I /o) oraz wysokich redundancji dla wszyst-
kich eksperymentow przy standardowej procedurze redukcji danych nie udato sie w zad-

nym z czterech przypadkow znalez¢é pozycji atoméw siarki.
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Rys. 2: Liczba reflekséw odrzuconych dla lizozymu (A = 2.0A) dla pierwszych 500 ramek. Daje sie
zauwazy¢ wyrazne zachowanie okresowe co 180°. Srednia liczba odrzuconych reflekséw wynosi okoto 70.

Rzedna: number of rejected reflections odcieta: numer ramki.

Podsumowujac, zlokalizowanie atoméw siarki w eksperymencie przeprowadzonym w
temperaturze pokojowej okazato sie trudniejsze niz mogtoby sie poczatkowo wydawac.
Dopiero potaczenie kilku warunkéw takich jak wieksza dtugos$é fali, wysoka redundancja
danych, zrédto synchrotronowe i staranna redukcja danych przyniosto sukces.

3.3 Przygotowanie danych dyfrakcyjnych i lokalizacja atomow siarki dla

Apocrustacyaniny A,

Trzy pomiary wykorzystane do okreslenia potozen atomow siarki pochodzity z wczesniej
opublikowanych prac. Dane o niskiej redundancji i temperatury pokojowej dla dtugosci fali
1,488 A oraz 2,0A pochodzity z pracy [29]. Natomiast dane dla temperatury 100K i dtu-
goéci fali 2A pochodzily z pracy H1=[30]. Wykresy na rysunku 3 pokazujg wyraznie, ze
dla dwu pierwszych eksperymentéw rozpraszanie rezonansowe jest zupetnie niewidoczne.
Cho¢ w przypadku trzeciego zbioru sygnal anomalny jest bardzo wyrazny, to wielokrot-
ne uzycie programu SnB dla danych uzyskanych ze standardowej redukcji réwniez nie
zakonczyto sie sukcesem. Dopiero zastosowanie procedury analogicznej do opisanej w po-
przednim paragrafie dla HEWL spowodowalo wykluczenie 233 ramek ze skalowania 644
zmierzonych. Tak uzyskane dane pozwolity na zlokalizowanie atoméw siarki.
Podsumowujac oba przytoczone wyzej przypadki bialek, HEWL i Apo A;, mozna
stwierdzi¢, ze dla struktur niewielkich takich jak lizozym (okoto 130 aminokwaséw w cze-
Sci niezaleznej) mozliwe jest okreslenie pozycji atoméw stabo rozpraszajacych anomalnie

13
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Rys. 3: Statystyka dla apocrustacyaniny A; [1.488 A synchrotron (kropkowana linia), 2.0A synchrotron
dane o niskie rozdzielczoéci (przerywana linia) i 2.0A dane o wysokij redundancji (linia ciagla), 411
ramek]: AF/oapr w funkeji rozdzielczosci (a); Nyer w funkceji rozdzielczosci (b).

takich jak atomy siarki nawet dla eksperymentu wykonanego w temperaturze pokojo-
wej. Jednak w takim przypadku zastosowanie promieniowania konwencjonalnego (lampa
z wirujaca anoda) pomimo wysokiej redundancji danych moze nie by¢ wystarczajace. Co
wiecej znacznie silniejsze promieniowanie synchrotronowe o zblizonej dtugosci fali 1,488 A
w poréwnaniu do zrédet konwencjonalnych CuK, (1,54 A) nie gwarantuje réwniez sukcesu.
Dopiero polaczenie silnej wigzki promieniowania z fala o dlugoéci 2A i bardzo staran-
nym procesem skalowania pozwolito na lokalizacje atomdw rozpraszajacych anomalnie. W
przypadku znacznie bardziej wymagajacego biatka jakim jest apocrustacyanina A; (okoto
360 aminokwaséw w czesci niezaleznej) dopiero potaczenie kilku warunkéw pozwolito osia-
gna¢ sukees: 1) wieksza dlugosé fali, ii) niska temperatura pomiaru, iii) duza redundancja
danych, iv) staranne ich skalowanie polegajace na odrzuceniu ramek ze zbyt wysokim
Rperge 1 X* oraz v) odpowiedni dobér rozdzielczodci (za pomoca parametru Nyer), przy
ktorej rozpraszanie rezonansowe zaczynalo by¢ widoczne na tle szumu.

3.4 Zastosowanie fali o wiekszej dtugosci — metoda S-SWAT [H2]

Koniec XX i poczatek XXI wieku to okres intensywnych poszukiwan najbardziej optymal-
nych, zautomatyzowanych technik do zastosowania w tzw. krystalografii wysokowydajnej
(High-Throughput Crystallography) [31, 32, 33]. Praca H2 wpisywala si¢ w ten nurt
badan.

Typowe promieniowanie stosowane w makromolekularnych badaniach rentgenograficz-
nych ma dtugoéé fali 1,54 A lub mniejszej (0,71A Iub 0,97 A w metodzie MAD) natomiast
okreslenie miekkie promieniowanie rentgenowskie jest zarerezerwowane dla fal o dtugo-
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éci 5A lub wiecej. Dla promieniowania o dtugosci fali okolo 2A  bardzo uzytecznego z
punktu widzenia rozpraszania rezonansowego mozna by uzy¢ okreslenia bardziej miekkie
(softer). W pracy H2 zaproponowaliémy pod nazwa S-SWAT (softer single-wavelength
anomalous technique) modyfikacje metody SAD, ktéra moze by¢ alternatywa dla metod
TW, MAD, MIR. W potaczeniu z wykorzystaniem ksenonu, ktéry wiaze sie z biatkiem
za pomocy stabych oddzialywan van der Waalsa i nie wprowadza wigkszych zmian do
struktury krystalicznej moze to by¢ efektywng metoda wyznaczania faz.

Do sprawdzenia skutecznosci dzialania tej metody wybrano krysztaty apocrustacy-
aniny Aj, ktére zostaly umieszczone na godzing w atmosferze ksenonu pod cisnieniem
14 atm przy uzyciu komory OxfordXcell, a nastepnie szybko zamrozone w strumieniu ga-
zowego azotu o temperaturze 100K bez uzycia kriopretektanta. Eksperyment dyfrakcyjny
zostal wykonany na stacji 7.2 synchrotronu SRS w Daresbury z uzyciem promieniowania
o dtugosci fali 2A. Zarejestrowano 187 ramek na detektorze image-plate MAR 345. Kat
oscylacji wynosit 1° a czas pomiaru jednej ramki 7 min. Dla dtugosci fali 2A i odlegtosci
krysztal-detektor 109,4 mm dalo sie zarejestrowaé dane do rozdzielezosci 2,3 A.

W celu rozwiazania struktury przetestowano dwie alternatywne drogi. Jedna opar-
ta na programach SnB, MLPHARE, DM, a druga na programach SAPI, ABS, OASIS
i DM. W pierwszym przypadku za pomocg parametru N, okreslono rozdzielczosé dla
ktérej wystepuja uzyteczne dane na okoto 2,5A i dane o tej rozdzielczosci wprowadzono
do programu SnB uzyskujac wspétrzedne dla trzech atoméw Xe. Na tej podstawie fazy
znalezione przez program MLPHARE prowadzilty do map gestosci elektronowej z dosé
zaskakujacymi cechami (rys. 4), ktore sa spowodowane najprawdopodobniej brakiem re-
fleksow centrosymetrycznych, co jest immanentna cechg metod opartych na rozpraszaniu
anomalnym. Jednakze po wykonaniu modyfikacji gestosci elektronowej programem DM
rezultat okazal sie bardzo dobry (FOM=0,7). Po uwzglednieniu symetrii niekrystalogra-
ficznej dimeru rezultat byt tylko odrobine lepszy (FOM=0,71).

Niemal identyczny rezultat zostal osiaggniety przy zastosowaniu alternatywnej drogi
rozwigzania struktury. Mapy uzyskane w obu podejsciach byly dostatecznie dobre, aby
rozpocza¢ manualne budowanie modelu, ale podejscie atomatyczne za pomocg programu
APR/wARP niestety nie zakonczylo sie sukcesem — najprawdopodobniwj z powodu niskiej
rozdzielczosci danych dyfrakcyjnych. Uzywajac danych dla struktury natywnej zebranych
na statcji 9.6 SRS [H1] rozszerzono za pomoca programu DM fazy do rozdzielczosci 1,4 A,
co umozliwito atomatyczne zbudowanie modelu.

Podsumowujac, metoda opisana w pracy H2 jest atrakcyjna alternatywa dla metod
TW, MIR oraz MAD, szczegdlnie kiedy oczekiwana jest wysoka wydajno$é (przepusto-
wos¢). Pochodne ksenonowe moga byé¢ otrzymane za pomoca komercyjnego sprzetu w
relaytwnie krotkim czasie (kiladziesiat minut) i sa zwykle wysoko izomorficzne z krysz-
tatami biatka natywnego ze wzgledu na bardzo stabe oddziatywania z czasteczka biatka.
Wysoki izomorfizm umozliwia tatwe rozszerzenie faz do wyzszej rozdzielczosci. Prawdo-
podobnie automatyczne okreslenie faz bytoby mozliwe juz dla rozdzielczosci 1,8A, ale w
przypadku omawiane]j pracy techniczne ograniczenia panujace na stacji 7.2 synchrotronu
SRS uniemozliwity osiggniecie tej rozdzielczodci.
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Rys. 4: (gora) Przekr6j mapy gestosci elektronowej o grubosci 10 A fazy [MLPHARE(Xe-anom)] z czynni-
kami struktury Fobs dla z = 1/2; (d61) ten sam przekrdj po modyfikacji gestosci za pomoca DM. Gestosé
elektronowa na poziomie 2.50 + 0.5 r.m.s.

4 Rozwigzanie struktur Apocrustacyaniny A; i 3-D-ksylozydazy

Zebrane w poprzednim paragrafie rézne doswiadczenia dotyczace wykonywania ekspery-
mentow dyfrakcyjnych, redukcji danych, okreslania potozen atomoéow rozpraszajacych ano-
malnie i znajdownia faz powstawaly gtéwnie przy prébie rozwigzania struktury ApoAj,
kiedy dotaczylem do zespohlu prof. Helliwella na Uniwersytecie w Manchesterze. Biatko
to okazato si¢ dos¢ oporne na podejmowane wczesniej proby rozwigzania jego struktury.
Metody MR i MIR okazaly sie nieskuteczne [34, 10].

4.1 Apocrustacyanina A, [H1]

Zanim udalo mi sie rozwigzaé strukture tego biatka z wykorzystaniem promieniowania o
dtugoéci fali 2A oraz pochodnej z Xe [H1] przez dtuzszy czas probowatem niestandardo-
wych metod — niestety réwniez nieskutecznie. Jedna z nich polegata na samodzielnym
(nie automatycznym) analizowaniu mapy Pattersona dla réznic Bijvoeta w poszukiwaniu
sladow mostkoéw dwusiarczkowych, ktorych obecnosé byta spodziewana w tej struktu-
rze. Grupa przestrzenna P2;2:2; jest ,bogata” w przekroje Harkera i jesli taki mostek
ujawnitby sie, bytby widoczny w odpowiednich lokalizacjach na trzech wzajemnie pro-
stopadtych przekrojach jednoczesnie, co umozliwialoby okreslenie jego wspotrzednych.
Uktadajac odpowiednio wydruki tych przekrojéw obok siebie mozna jednym rzutem oka
rozpozna¢ obecno$¢ odpowiedniego maksimum. Takie mapy sa dosé czute na ewentualne

16



Andrzej Olczak, Rozpraszanie rezonansowe w rentgenografii
strukturalnej — wybrane aspekty teoretyczne i aplikacyjne zatacznik 2a

=

i

Rys. 5: Przyklad rozdzielenia atoméw siarki mostka dwusiarczkowego przy przejsciu z rozdzielczosei 3 A
(lewo) do 2A (prawo). Symulacja dla danych idealnych z zerowym czynnikiem drgan termicznych.

systematyczne btedy pomiarowe, co zmusito mnie do bardzo starannego doboru reflek-
sow. W zwiazku z tym przeprowadzatem wielokrotne redukcje danych dyfrakcyjnych w
celu usuniecia reflekséw obarczonych zbyt duzymi btedami systematycznymi. Te dziatania
pozwolity mi po pewnym czasie realistycznie oceni¢ obecno$é sygnaly anomalnego w da-
nych eksperymentalnych, ktory daje nadzieje na rozwigzanie struktury, co zostato opisane
w paragrafie 3.1.

W celu rozwiazania struktury ApoA; wykonalem wspoélnie z dr Rizkallahem cztery
pomiary na kilku stacjach synchrotronu SRS w Daresbury. Pierwszy pomiar struktury
natywnej z uzyciem fali A = 2,045A, drugi w tych samych warunkach dla pochodnej
ksenonowej, trzeci — zbiér o wysokiej redundancji — dla biatka natywnego (stacja 9.5,
A =20A ) dla otrzymania jak nasilniejszego sygnatu od atoméw siarki i czwarty wyso-
korozdzielezy na stacji 9.6 (A = 0,87A ) réwniez dla biatka natywnego.

Lokalizacja atomoéow ksenonu z uzyciem roéznic Bijvoeta data lepsze rezultaty niz z
uzyciem roéznic izomorficznych dla pomiaréw przeprowadzonych na stacji 7.2. Wyrazny
bimodalny ksztalt histogramu tzw. funkcji minimalnej (rys. 6) wskazywal na otrzymanie
prawidtowego rozwiazania. Byty to wspotrzedne trzech atomow Xe. Zostaly one uzyte
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Rys. 6: Histogram funcji minimalnej dla Apocrustacyanina Aj.

w polaczeniu z danymi natywnymi do znalezienia faz za pomoca programu MLPHA-
RE (metoda SIRAS). Na tym etapie trudno bylo ocenié¢ prawidtowosé wyboru wlasciwej
chiralnoéci, wiec podobne obliczenia zostalty wykonane dla odwréconego uktadu atomdow
ksenonu i prawidtowa chiralnos¢ zostata potwierdzona z uzyciem danych o wysokiej re-
dundancji dla struktury natywnej. Po zlokalizowaniu czwartego atomu Xe i atomoéw siarki
na mapie anomalnego rozpraszania okreslitem parametry niekrystalograficznej osi dwu-
krotnej, co pozwolito mi uzyskaé jeszcze lepsze fazy i po wykonaniu modyfikacji gestosci
(DM) FOM osiagnat wartosé¢ 0,76 dla rozdzielczoéci 2,3A. Przyktadowe mapy anomal-
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Rys. 7: Przykladowa gestosé elektronowa dla mostkéw dwusiarczkowych obliczona dla réznic Bijvoeta i
faz po modyfikacji gestosci za pomocg DM.

nej gestosci elektronowej dla tej rozdzielczosci pokazuje rysunek 7. Rozszerzenie faz do
rozdzielczosci 1,35 A umozliwito automatyczne zbudowanie taficucha gléwnego za pomoca
programu APR/wARP. W tym samym czasie zesp6l pracujacy na sychrotronie ESRF w
Grenoble dysponujac znacznie silniejsza wigzka promieniowania okreslit strukture apocru-
stacyaniny C;, bialka o bardzo podobnej sekwencji aminokwasowej korzystajac rowniez z
rozpraszania rezonansowego. Obie prace ukazaly si¢ w tym samym numerze Acta Cystal-
lographica [30, 35].

Rozwiazanie struktury ApoA; ciekawe samo w sobie mialto réwniez wazne konsekwen-
cje, gdyz pozwolito na rozwigzanie struktury [-crystacyaniny z przytaczonymi czastecz-
kami astaksantyny, czyli w formie jakiej to biatko wystepuje w naturze [36]. To z kolei
w duzej mierze przyczynito sie do wyjasnienia mechanizmu efektu batochromowego [37],
ktory obserwuje sie dla czasteczek astaksantyny.

4.2 Rozwigzanie struktury B-D-ksylozydazy [H6]

Znajac moje zainteresowania rozpraszaniem anomalnym w roku 2004 dr Wawrzak z Nor-
thwestern Synchrotron Research Center — LS CAT w Chicago zaproponowal mi wspot-
prace, w ramach ktorej podjatem sie rozwiazania struktury biatka (-D-ksylozydazy/a-
L-arabinofuranozydazy (SXA) pochodzacej z beztlenowej bakterii Selenomonas ruminan-
tium obecnej w przewodzie pokarmowym przezuwaczy. Biatko to sktadajace sia 538 amino-
kwaséw w jednym tancuchu jest najsilniejszym katalizatorem hydrolizy 1,4-3-D-ksylooligo-
sacharydéw do D-ksylozy. Poznanie jego struktury mogtoby przyczynic si¢ do zrozumienia
mechanizmu jego dziatania. Ze wzgledu na rozmiar tego biatka (4x538 aminokwaséw) jego
rozwiazanie byto dos¢ duzym wyzwaniem.

Eksperyment dyfrakcyjny dla biatka natywnego oraz eksperyment typu MAD dla po-
chodnej selenometioninowej zostal wykonany na stacji 5 ID-B na synchrotronie APS w
Argonne przez dr Z. Wawrzaka. Po przeanalizowaniu danych dyfrakcyjnych zebranych do

SPopularne oméwienia pracy [36] ukazalty w magazynie Physics Today 55, v. 11, p. 22 (2002)
https://physicstoday.scitation.org/doi/10.1063/1.1534998
i serwisie naukowym BBC: http://news.bbc.co.uk/2/hi/science/nature/2158940.stm
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Rys. 8: Histogram funcji minimalnej dla ksylozydazy.

rozdzielczoéei 1,8 A 1 wybraniu zbioru o najwyzszym sygnale anomalnym oraz stosujac pa-
rametr N, ograniczytem rozdzielczoéé do 2,5 A. Takie dane postuzyly jako dane wejsciowe
dla progamu SnB. Wyrazne maksimum poboczne dla na histogramie funkcji minimalne;j
(rys. 8) wskazywalo na uzyskanie prawidlowego rozwiazania. W rezultacie otrzymaltem
pozycje 28 atomoéw selenu. Te pozycje postuzyty do znalezienia wstepnych faz za pomo-
ca programu MLPHARE (FOM=0,30), ktére z zostaly zmodyfikowane za pomoca DM.
7 kolei otrzymane fazy w potaczeniu z danymi anomalnymi poshuzyty do sporzadzenia
map, na ktérych udato mi sie zidentyfikowaé¢ 4 dodatkowe atomy selenu. W uktadzie 32
atomow selenu za pomocg programu FINDNCS okreslitem potozenie i orientacje trzech
wzajemnie prostopagtych osi dwukrotnych opisujacych niekrystalograficzng symetrie tego
biatka. Badane biatko okazalo sie wiec tetramerem o symetrii punktowej 222 (rys. 9).
Wykorzystatem nastepnie te symetrie w procesie modyfikacji gestosci, co doprowadzito
do znacznej poprawy jakosci mapy (FOM=0.65). Na mapie wizualnie zidentyfikowalem
obszary gestosci charakterystyczne dla tryptofanu i za pomocg programu XtalView/Xfit
zbudowalem model calego tetrameru oraz wstepnie udoktadnitem na danych 1,8 A za po-
mocg programu REFMAC.

Po udoktadnieniu struktury z rozdzielczoscia 1,3 A przez dr J. Brunzelle okazalo sie, ze
do biatka przytaczony jest 1,3-bis[tris(hydroxymethyl)methylamino|propane, co pozwolito
na zbadanie strukturalnych uwarunkowan przytaczenia tego inhibitora do miejsca wiaza-
cego.

5 Poziom sygnatu anomalnego wzgledem szumu w eksperymentach dyfrakcyjnych
opartych na metodzie SAD [H9]

Sposrod wszystkich metod okreslania faz reflekséw w eksperymentach dyfrakeyjnych me-
toda SAD jest najbardziej wymagajaca jesli chodzi o dokladno$¢ pomiaréw [38]. Wiel-

koscia, ktora dobrze opisuje poziom rozpraszania anomalnego w kontekscie doktadnosci
|Aleap|
OAT

z jaka wykonywane sa pomiary jest stosunek < >, ktory bede oznaczat jako a, lub

stosunek <%>, ktory bede oznaczal jako a. Co ciekawe jak wykazalem w pracy H9
oba te parametry sg tozsame tzn. a = a.

Sygnatl anomalny zdefiniowany w rozdziale 2, nazywany czasami ilorazem Bijvoeta,
opisuje wielko$¢ réznic Bijvoeta wynikajacych wytacznie z rozpraszania anomalnego w
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Rys. 9: (lewo): 32 atomy selenu znalezione z wykorzystanie rozpraszania rezonansowego; (prawo): struk-
tura tetrameru (3-D-ksylozydazy skladajaca sie z 2152 aminokwaséw.

stosunku do intesywnosci. Parametry « i a opisuja wielko$¢ zmierzonych réznic w sto-
sunku do niepewno$ci pomiarowych. Ciekawym wydaje sie pytanie jak duzy musi by¢
parametr «, aby dalo si¢ okresli¢ pozycje atomow rozpraszajacych anomalnie albo zna-
lez¢ fazy reflekséw metoda SAD? W pracy H9 przeanalizowalismy pod tym katem 115
przypadkéw struktur wyznaczonych metoda SAD. Problem polegat jednak na tym, ze na
ogdl w raportach z rozwigzania struktury nie pojawia sig taki parametr jak «, czy a,
czesto natomiast pojawia sie <U—II> Aby wiec okresli¢ warto$¢ o nalezato znalezé zaleznosé

miedzy parametrem « lub a a < L > W pracy [39] pojawia si¢ taka zaleznosé:

o1

< I > V2
2 A(ITLOTI’L
Niestety opiera si¢ ona na tak daleko idacych przyblizeniach, ze w kontekscie odtworze-

oy

nia parametru a jej zastosowanie prowadzitoby do absurdu. Wynika z niej bowiem, ze
dla odpowiednio matych wartosci <UL,> wartosci <%> staja sie dowolnie bliskie zera.
I rzeczywiscie, préba obliczenia parametru a z danych eksperymentalnych na podstawie
powyzszego wzoru prowadzi do dos¢ absurdalnego wniosku, ze udato si¢ rozwiaza¢ meto-
da SAD wiele struktur dla ktorych <%> jest znacznie mniejsze od oap 1 bliskie zera
(lewy wykres na rys. 10). Jest to oczywiscie niemozliwe, poniewaz w kazdym eksperymen-
cie wystepuja przypadkowe niepewnosci pomiarowe, ktore powoduja, ze parametr ten nie
moze zej$¢ ponizej pewnej granicy. W zwiazku z tym potrzebna jest doktadniejsza rela-
cja wiazaca powyzsze parametry, ktora uwzglednia niepewnosci pomiarowe. Taka relacje
wyprowadzitem w pracy H9, a jej posta¢ jest nastepujaca:

or anom

Alegp|

Pozwala ona na wiarygodng ocene wielkosci parametru <‘ o > na podstawie wielkosci

<<?I,> oraz parametru Ag,om, ktory mozna obliczy¢ ze wzoru (4) na podstawie znajomosci
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sktadu badanej czasteczki.” Histogram pokazujacy jak rozktada sie parametr o wéréd
zbadanych przypadkéw jest przedstawiony na prawej czesdci rysunku 10.
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Rys. 10: Rozklad prawdopodobienstwa dla: (lewo) a obliczonych na podstawie formuly przedstawionej
w pracy [39]; (prawo) « obliczonych na podstawie formuly (11) dla wszytkich 115 dostepnych natywnych
zbioréw danych typu SAD zawartych w PDB.

Wartos$¢ srednia parametru « dla wszystkich 115 uwzglednionych przypadkéw wynosi
1,2. Jak sie okazuje ta stosunkowo niska wartos¢ umozliwia w wielu przypadkach rozwia-
zanie struktury metodg SAD. Oczywiscie trudno powiedzie¢, czy zapewnia rozwigzanie
struktury, bo do takiego wniosku trzebaby mie¢ rowniez informacje na temat nieudanych
prob rozwigzania. Co ciekawe wartos¢ tej $redniej nie zalezy od symetrii badanych struk-
tur (tab. 1). Tym niemniej biorac pod uwage fakt, ze réwniez struktury dla ktérych ten

Tabela 1: Average values of parameter a and « determined from all the seven crystal systems.

Subset a o

All (115) 12407 12403
Triclinic (1) n/a n/a
Monoclinic (14) 1.1+£07 1.24+04
Orthorhombic (38) 1.1+06 1.1+03
Trigonal (15) 1.04£0.5 1.04+£0.2
Tetragonal (27) 1.34+09 1.24+04
Cubic (5) 1.24+07 12403
Hexagonal (15) 154038 1.34+04

parametr przyjmuje mniejsza wartos¢ udaje si¢ rozwigza¢ mozna chyba do$é¢ bezpiecznie
zatozy¢, ze wartos¢ w duzej mierze gwarantuje rozwigzania struktury. Zeby taka war-

to$¢ (a = 1,2) w nowo planowanym eksperymencie osiggnaé, to zgodnie ze wzorem (11)
I

or

I 72

"Mozna do obliczenia parametru Ag,om Wykorzystaé program http://assc.p.lodz.pl napisany przeze

eksperyment nalezy zaplanowa¢ w ten sposob aby warto$é < > wyniosta:

mnie i L. Sieronia [15]
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jesli Agnom Wyrazimy w procentach. Ta prosta relacja pozwala wiec zaplanowaé ekspery-
ment tak, aby mie¢ niemal pewnos$é¢ sukcesu w rozwigzaniu struktury.

6 Woykorzystanie rozpraszania rezonansowego do wyznaczenia pozycji i obsadzen
jonéw w strukturach komplekséw gramicydyny D [H4,H5,H7]

Jezeli chodzi o ustalenie wtasciwej chiralnosci to dla struktur biatkowych jest to problem
marginalny, gdyz czesto wystepujace prawoskretne helisy daja sie jednoznacznie zidenty-
fikowa¢ nawet przy srednich rozdzielczosciach pomiaru. Przy wysokich rozdzielczosciach
sytuacja jest jeszcze bardziej jasna, gdyz biatka naturalne sktadaja si¢ z L-aminokwaséw.
Gramicydyna, ktora jest naturalnym antybiotykiem formujacym kanaty w btonach komor-
kowych jest jednak odmienna pod tym wzgledem gdyz — cho¢ jest peptydem naturalnym
— jest zbudowana naprzemiennie z aminokwasow typu L i typu D. To powoduje, ze po-
sta¢ liniowa tego peptydu charakteryzuje sie réznorodnosciag struktur przestrzennych w
zaleznosci od otoczenia (rozpuszczalnika, blony itp.), w ktérym wystepuje. Najczesciej
przyjmuje forme helisy, ale helisa ta moze byc zaréwno jednoniciowa jak i dwuniciowa,
lewoskretna badz prawoskretna, waska lub szeroka.

Pierwsza struktura krystaliczna gramicydyny w kompleksie z CsCl zostata opubliko-
wana w 1988 przez Wallace i Ravikumara jako lewoskretna, dwuniciowa antyréwnolegta
B-helisa [40]. Wokét tej struktury pojawilo sie jednak wiele kontrowersji [41]. Okazato
sie, bowiem, ze dane dyfrakcyjne uzyskane dla krysztatéw o niemal identycznych statych
sieciowych prowadzg do struktur prawoskretnych. Ponadto pierwsze, lewoskretne struk-
tury charakteryzowaly sie szeregiem nieprawidtowosci strukturalnych. Pojawita sie wiec
koniecznosé¢ doktadniejszego zbadania opartego na danych synchrotronowych o wysokiej
rozdzielczosci.

W Buffalo uzyskano krysztaty gramicydyny D w kompleksach z RbCl ;| Nal, KI oraz
CsCl. Eksperymenty dyfrakcyjne zostaly wykonane na stacji 5 ID na synchrotronie APS w
Argonne przez dr Z. Wawrzaka. Poszczegolne krysztaty zostaly zmierzone dla fal o dtugo-
$ciach: A = 0,71A dla RbCl, A = 0,67A dla KI oraz A = 0,918 A dla Nal. Dla kompleksu
z RbCl uzyskano dane o rodzielczodci 1,14A | z KI — 0,8A, a dla Nal — 1,25A. Redukcje
danych przeprowadzitem za pomocg programéw DENZO i SCALEPACK. Do udoklad-
niania za pomoca programu SHELXL [42] przyjeto model prawoskretnej gramicydyny z
pracy [41].

Wysoka rozdzielczoéé (jak dla struktury o tych rozmiarach) i dobra jako$é danych
umozliwita na przyblizone ustalenie proporcji réznych odmian gramicydyny: A, B'i C
réznigcych sie reszta aminokwasowa w pozycji jedenastej (rys. 11). Ponadto mozliwe byto
udoktadnienie reszt nieuporzadkowanych. Najwicksze wyzwanie stanowito jednak udo-
ktadnienie wnetrza kanatu gramicydynowego. Mapa roznicowej gestosci tego wnetrza nie
zawierata wyraznych maksiméw gestosci tylko gestosé rozmyta wzdtuz catej dtugosci ka-
natu. Dlatego do lokalizacji jonéw K*, Na® oraz Rb*, aby odr6znié¢ je od czasteczek
wody uzyltem map rozpraszania anomalnego opartych na réznicach Bijvoeta i fazach ob-
liczonych pomniejszonych o 90°. W wypadku jonéw Rb™ mapy te wskazywaly wyraZnie
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Trp/Phe/Tyr211 Trp/Tyr311 Trp/Phe/Tyr411

Rys. 11: Gestosé elektronowa dla udoktadnionego fragmentu (pozycja 11) pokazujacego wspdlistnienie
gramicydyn typu A, B i C w strukturze kompleksu gramicydyny D z KI.

miejsca kationéw rubidu. W przypadku kompleksu KI jedynie dwa z kationéw K™ byty
widoczne na mapie anomalnego rozpraszania, a w przypadku kompleksu z Nal widocz-
ne byty jedynie aniony I7. Tak wiec szczegdlnie struktury z KI i Nal wymagalty bardzo
starannego udoktadniania i wyprébowywania wielu wariantow w miejscach, ktére mogty
by¢ jednoczednie zajmowane przez kationy i czgsteczki wody. Wykonanie dodatkowych
pomiaréw dla wickszych dhugosci fal (1,466A 11,77A ) dla kompleksu gramicydyny z KI
nie przyniosto dodatkowy informacji o potozeniu kationéw potasu. Wynika to najpraw-
dopodobniej z dominujacej roli jodu w rozpraszaniu anomalnym, ktére wzrasta wraz z
dhugoscig fali w podobnym tepie do wktadu pochdzacego od potasu.

Parametr Flacka, x, stosowany w krystalografii matoczasteczkowej do okreslania struk-
tury absolutnej moze by¢ wykorzystany w krystalografii makromolekularnej jako swoiste
narzedzie diagnostyczne. Jego wartos¢ odbiegajaca znaczaco od zera moze by¢ wskazni-
kiem probleméw z prawidlowym obsadzeniem atoméw rozpraszajacych rezonansowo. Taka
sytuacja przydarzyta si¢ w jeszcze nie opublikowanej strukturze kompleksu gramicydyny z
CsCl, gdzie parametr Flacka x = 0,25(3). Jak wykazalem w pracy H5=[16] dodatni para-
metr x moze wskazywaé na zbyt wysokie obsadzenie atomow rozpraszajacych anomalnie,
a warto$¢ ujemna na zbyt niskie.

W pracy H7 za pomocg analizy sygnatu anomalnego wskazano réwniez na niekonse-
kwencje w strukturze lewoskretnej gramicydyny D w kompleksie z CsCl [43]. Autorzy tej
pracy podczas udoktadniania znacznie przeszacowali obsadzenia kationéw cezu, o czym
sSwiadczyt wysoki poziom sygnalu anomalnego obliczonego na podstawie sktadu w udo-
ktadnionej strukturze, znacznie przewyzszajacy wartos¢ zmierzona w eksperymencie. Jest
to jeszcze jeden argument za tym, ze struktura ta powinna by¢ w rzeczywistosci udoktad-
niona jako struktura prawoskretna. Okazuje sie, ze mozliwag przyczyng nieprawidtowego
oznaczenia chiralno$ci moze by¢ prozaiczny blad polegajacy na zamianie indekséw (hkl)
z indeksami (hkl). Taka zamiana prowadzi do tego, ze wlagciwa gestoéé elektronowa po-
jawia sie na ujemnej czesci mapy gestosci elektronowej. W przypadku gdy uktad centréw
anomalnego rozpraszania jest centrosymetryczny (a tak bylo w opisanej pracy), to za-
réwno dodatnia jak i ujemna cze$¢é map gestosci elektronowej jest interpretowalna [44].
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Roéznica miedzy tymi czesciami jest tylko taka, ze wykazuja przeciwng chiralnosc.

7 Rozkfady statystyczne réznic Bijvoeta [H8]

Wyniki swoich badan dotyczacych rozktadéow prawdopodobienstwa roznic Bijvoeta oraz
symulacji tych réznic dla roznych symetrii i sktadow krysztatu prezentowatem na Konwer-
satorium Krystalograficznym we Wroctawiu [14, 15, 45, 46, 47]. W tej dziedzinie bardzo
wiele zostalo zrobione przez Parthasarathy’ego i Srinivasana [48]. Swoje rozwazania pro-
wadzili oni przy zatozeniu, ze krysztaty sktadaja sie z dwu rodzajoéw atomow: jedne z nich
wykazujg rozpraszanie rezonansowe, drugie — nie. Niektére z ich wynikéw udalo mi sie
uogolni¢ na przypadek, kiedy oba rodzaje atoméw wystepujacych w strukturze wykazuja
rozpraszanie anomalne [H8]. W podobny sposéb mozna uogélnié¢ wiekszosé ich wynikéw.
Byl to oczywiscie pewien postep, ale do catkowicie ogélnego sformutowania, czyli krysz-
talu o dowolnym sktadzie droga jest dos¢ odlegla. Dlatego z duzym zainteresowaniem
przystapitem do lektury pracy H. Flacka i U. Shmuelego [18], w ktérej abstrakcie pojawit
sie nastepujacy fragment:

,Probability density functions (hereafter p.d.f.s) of these series were then de-
rived by the Fourier method (...) and their expressions, which admit any che-
mical composition of the unit-cell contents, were obtained for the space group
pP1.”

Uzyskanie rozktadu prawdopodobienstwa dla dowolnego sktadu chemicznego wydawato
sie¢ sporym osiggnieciem. Okazato sie niestety, ze wszystkie rozwazania prowadzace do
rzeczonych funkcji rozktadu oparte sa na fatszywym zatozeniu, co wykazatem w pracy
HS8.

Flack i Shmueli zatozyli ze zmienne losowe Rjj, ktore zdefiniowane sa poprzez réw-
nos¢ Rj, = r; — r; sa od siebie statystycznie niezalezne, co w konsekwencji prowadzi
rowniez do niezaleznosci zmiennych sin(27H-R ;) wystepujacych we wzorze (7) jak réw-
niez do niezaleznosci funcji cos(2rH-R ;). Prawdopodobnie autoréw pracy zmylit fakt,
ze powyzsze funkcje sa nieskorelowane dla dowolnych j i k. Jednak z faktu braku ko-
relacji nie wynika statystyczna niezaleznosé¢ tych zmiennych losowych. W konsekwencji
nieuprawnione jest przejscie z formuty (23) do formuty (24) w pracy [18] i otrzymane w
ten sposob rozktady sg pozbawione sensu fizycznego. Autorzy obliczyli funkcje rozktadu
dla hipotetycznej struktury U,Cyg i dla potwierdzenia teoretycznie otrzymanych rozkta-
déw wykonali rowniez symulacjie komputerowe. One niestety réwniez byty oparte na tym
samym, bltednym zatozeniu i w efekcie oba podejscia daty dosé zgodne rezultaty (rys. 12a).
Prawidtowa funkcja rozktadu oraz symulacja oparte na zatozoeniu, ze potozenia atomow
(a nie ich r6znice) w komorce elementarnej sa opisane niezaleznymi zmiennymi losowymi
o rozktadzie jednostajnym sa przedstawione na rysunku 12b.

W zwiazku z moja krytyka pracy [18] warto zwrdcié uwage na dwa ciekawe zagadnie-
nienia metodologiczne. Pierwsze dotyczy relacji miedzy teoriami, drugie dotyczy matema-
tycznej spéjnosci przyjmowanych zatozen.
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Histogram and pdf of D sums [R=0.07]
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Rys. 12: (lewo) histogram obliczony na podstawie blednego zalozenia z pracy [18] (5-10* symulacji);
(prawo) histogram obliczony na podstawie prawidlowych zalozen przedstawionych w pracy H8 (taka

sami liczba symulacji).

Jesli chodzi o pierwsze zagadnienie, to nowa bardziej ogdlna teoria powinna odtwa-
rzac rezultaty teorii wezesniejszej w zakresie jej stosowalnosci. Jako przyktad mozna podacé
znany wszystkim fakt, ze mechanika relatywistyczna daje takie same rezultaty jak mecha-
nika klasyczna, kiedy predkosci obiektéw opisywanych sa mate w poréwnaniu z predkoscig
swiatta. Podobnie wyglada sytuacja w odniesieniu do teorii Shmueliego-Flacka, ktora jest
ogélna (dowolny sktad chemiczny) i teorii Parthasarthiego-Srinivasana (tylko dwa typy
atoméw). Shmueli 1 Flack jako testowy model przyjeli strukture dwusktadnikowa UsCiyg,
czyli taka jaka powinna by¢ réwniez prawidtowo opisana przez stara teorie. Stara teoria
daje rezultaty podobne do przedstawionych na rysunku 12b. Gdyby autorzy uswiadamiali
sobie, ze taka relacja miedzy teoriami musi zachodzi¢ mogliby od razu dostrzec niespojnosé
swojej teorii (rys. 12).

Co do drugiego zagadnienia, to w odpowiedzi na moja krytyke, ze zmienne R nie
maja fizycznego sensu, autorzy stwierdzilili, ze przyjete przez nich zatozenie jest przybli-
zeniem i wymaga weryfikacji. Ponadto bez czynienia takich zatozen nie bytoby mozliwy
postep w badaniach naukowych. Dodatkowo stwierdzili, ze

13

. a p.d.f. is physically meaningful if it agrees with a distribution related to
experimental data...”

Kazde z powyzszych stwierdzen jest niestety bledne, poniewaz przyjete zatozenie (sta-
tystyczna niezalezno$¢ zmiennych R;;) jest wewnetrznie sprzeczne, tzn. prowadzi do re-
zultatow logicznie fatszywych jak np. taki, ze kwadrat modulu czynnika struktury jest
ujemny (|F|? < 0).® To tak jakby przyja¢, ze 1=0 i sprawdzaé czy przy takim zalozeniu
mozna otrzymac¢ zgodne z do$wiadczeniem wyniki. Matematycznie rzecz ujmujac jezeli
zatozenie prowadzi do sprzecznodci tzn. ze jest falszywe, a przez to nieakceptowalne.

8Nie ma tu mowy oczywiscie o danych eksperymentalnych, w ktérych na skutek przypadkowych nie-
pewnoéci pomiarowych moze pojawié sie fluktuacja np. tta, ktéra spowoduje, ze zmierzone natezenie moze
by¢ mniejsze od zera.
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Te rozwazania pokazuja jak istotne jest nadawanie wtasciwej interpretacji fizycznej
uzyskanym wynikom. Opis matematyczny to jedno, a interpretacja fizyczna to drugie.
To ze autorzy nie przywigzywali do tego wagi Swiadczy fakt, ze aby otrzymaé rozktad
dla kwadratu czynnika struktury (oznaczany jako Ag w ich pracy) otrzymawszy wyniki
ujemne wzieli po prostu wartos¢ bezwzgledna bez zadnego wyjasnienia dlaczego ta wartosé
jest ujemna.

W pracy H8 podatem rowniez rezultaty prawidtowo przeprowadzonych symulacji roz-
ktadu prawdopodobienstwa roznic Bijvota dla struktury o sktadzie Ci5Ho3NOs z dodat-
kowym atomem /atomami chloru dla fali o dtugoéci A = 1, 54A.
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Rys. 13: Histogramy réznic Bijvoeta dla zwiazku o sktadzie C15H23NOo (promieniowanie CuK,) (103
symulacji) zawierajacego dodatkowo 2 atomy Cl (gruba linia ciagla), jeden atom Cl (gruba linia kropko-
wana), 1,5 atomu Cl (cienka linia kropkowana).

Na rysunku 13 wida¢, jak ksztalt rozktadu zmienia sie wraz ze sktadem krysztalu. Dla
pojedynczego atomu chloru wykazujacego znaczace rozpraszanie anomalne rozktad jest
zawsze zblizony do gausowskiego natomiast dla dwu lub wiecej takich atomow powoduje
znaczne ,wyostrzenie” tego rozktadu. Stwarza to mozliwo$¢ rozréznienia tych sytuacji
jeszcze przed rozwigzaniem struktury, tzn. na podstawie ksztattu rozktadu przynajmniej
teoretycznie jeszcze przed rozwiazaniem struktury istnieje mozliwosé stwierdzenia czy w
komorce elementarnej jest jeden, czy wiecej atomow rozpraszajacych rezonansowo.

8 Podsumowanie

Rozpraszanie rezonansowe odgrywato i wciaz odgrywa duza role w rengenografii struk-
turalnej. 7Z jednej strony znajduje zastosowanie praktyczne w rozwiazywaniu struktur
makromolekularnych lub wyznaczaniu konfiguracj absolutnej czasteczek, a z drugiej stro-
ny istnieje jeszcze wiele otwartych probleméw probleméw teoretycznych czekajacych na
rozwigzanie, jak cho¢by ogélna postac¢ rozktadu prawdopodobienstwa réznic Bijvoeta dla
dowolnego sktadu krysztatu i jego zaleznosé od symetrii. W swoich badaniach opisanych
w przedstawionym autoreferacie skupitem sie na niektérych wlasnosciach statystycznych
roznic Bijvoeta oraz wykorzystaniu rozpraszania rezonansowego do badan strukturalnych.

e W rozdziale 2 przedstawilem wyprowadzenie (w calo$ci mojego autorstwa) formu-
ly matematycznej okreslajacej wielko$¢ sygnalu anomalnego dla dowolnego sktadu
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krysztalu. Taki sam rezultat zostal niezaleznie, nieco pdzniej opublikowany przez
Shmueliego i Flacka.

e W rozdziale 3 opisatem opracowane przeze mnie procedury redukcji danych dyfrak-
cyjnych i odpowiedniego doboru reflekséw umozliwiajace wydobycie uzytecznego
sygnatu anomalnego z szumu jaki zawsze towarzyszy realnym pomiarom. Prace H2
i H3 bedace podstawa tego rozdziatu wpisywaty sie w nurt poszukiwan efektywnych
procedur dla potrzeb tzw. High-Throughput Crystallography.

e W rozdziale 4 przedstawitem rozwigzanie dwu struktur makromolekularnych, oparte
na wykorzystaniu rozpraszania rezonansowego i metod opisanych w rozdziale 3.

e W rozdziale 5 okreslitem wraz dr Cianci rozktad statystystyczny dla parametru
(|Alezp|/oar) dla 115 struktur okreslonych metoda SAD, ktéry pokazuje, ze przy
wspotczesnym oprogramowaniu stuzgcym do rozwigzywania struktur nawet dane
pomiarowe, dla ktorych sygnat anomalny niewiele wykracza ponad tto moze pro-
wadzi¢ do sukcesu. Aby taka analiza byta mozliwa do wykonania wyprowadzitem
formule (wyprowadzenie jest w catosci mojego autostwa) wiazaca ze soba trzy wiel-
kosci Agnoms (I/or) oraz (|Aleyy|/oar). Wartosé érednia (|Ale,|/oar) dla zbada-
nych struktur wynosi 1,2. Na tej podstawie zparoponowalismy prostg regute w po-
staci wzoru (12), ktérej spetnienie przez dane pomiarowe moze w duzym stopniu
uprawdopodobnié¢ sukces w rozwigzaniu struktury metodg SAD.

e W rozdziale 6 wykorzystatem rozpraszanie anomalne do wyznaczenia pozycji jondéw
oraz sprawdzenia prawidtowosci ich obsadzen. Zaproponowatem réwniez wykorzy-
stanie parametru Flacka jak swoiste narzedzie diagnostyczne, ktére moze pomoc
w wykryciu nieprawidtowosci w obsadzeniu atoméw rozpraszajacych anomalnie w
strukturach makromolekularnych. Ponadto wykorzystujac formute dla sygnatu ano-
malnego (4) krytycznie przeanalizowatem rozwiazanie struktury gramicydyny A w
kompleksie z CsCl przedstawionej w pracy [43].

e W rozdziale 7 przedstawilem krytyczna ocene pracy [18] oraz zaproponowalem po-
dejscie prowadzace w wybranych przypadkach do prawidtowych rozktadéw prawdo-
podobienstwa oraz symulacji rozktadéw prawdopodobienstwa réznic Bijvoeta.
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5. Omdwienie pozostalych osiggnieé¢ naukowo - badawczych (artystycznych)

Struktura a wtasciwosci farmakologiczne

Oprécz tematyki opisanej powyzej zajmuje sie od czasu doktoratu réwniez zaganienaimi
zwigzanymi z wptywem struktury przestrzennej molekut na ich wtasciwosci farmakologicz-
ne. Okreslenie struktury krystalicznej jest istotnym elementem w poszukiwaniu zaleznosci
miedzy struktura a aktywnoscia. Zwigzki badane pod katem ich biologicznej aktywnosci
(pochodzace ze wspdltpracy z uczelniami medycznymi w Lodzi, Gdansku i Lublinie), kto-
rymi si¢ zajmujemy moga by¢ podzielone na trzy grupy:
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1. Dhugotancuchowe pochodne arylopiperazyny, ktore sa badane jako ligandy recepto-
ra serotoninowego. Zwiagzki te charakteryzujg sie dzialaniem przeciwdepresyjnym.
W naszych pracach wykazaliémy wplyw protonowania na konformacje czasteczki
(preferowana rozciggnieta forma) oraz — parzystosci liczby grup metylenowych na
aktywnosé¢ zwiazku [1].

2. a) Pochodne izoniazydu i hydrazyny, ktére wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne,
a przede wszystkim przeciwgruzlicze. Dla pochodnych hydrazydowych aktyw-
nos¢ przeciwgruzlicza determinuje w duzej mierze ,ptaskos¢” czasteczki. Po-
chodne amidrazonowe charakteryzuja si¢ szerokim dziataniem przeciwbakteryj-
nym. Sa aktywne takze na bakterie Gram-dodatnie (S. aureus, S. epidermidis,
S. pyogenes, S. pneumoniae, B. subtilis, B. cereus, S. mutans) [2-9].

¢) Pochodne benzoimidazolu, ktére charakteryzuja sie rowniez wysoka aktywno-
Scig przeciwbakteryjng oraz przeciwgrzybiczna. Aktywne zwiazki charakteryzu-
ja sie labilnym tancuchem, a wprowadzenie podwojnego wigzania do tancuchu
powoduje znaczacy spadek aktywnosci [10].

3. Bispochodne poliamin alifatycznych z réznymi uktadami terminalnymi, ktére cha-
rakteryzuje sie aktywnoscia przeciwnowotworowa. Nowe pochodne zostaly zaprojek-
towane, jako bisinterkalatory o potencjalnej aktywnosci cytotoksycznej. Aktywnosé
tych zwigzkéw moze wynika¢ z dtugosci 1 labilnosci tacznika. [11]
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