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ABSTRAKT

B iologia strukturalna zajmuje sie¢ poznawaniem budowy bioczasteczek, takich jak biatka
i kwasy nukleinowe. Rozszyfrowanie struktury pozwala na zrozumienie ich funkcjo-
nowania w komérce na bardzo dokladnym, molekularnym poziomie. Dzieki temu mozliwe
jest nie tylko okreslenie podloza choréb, lecz réwniez zaproponowanie strategii i narzedzi
terapeutycznych. Tak silna motywacja do rozwoju biologii strukturalnej doprowadzita do
stworzenia szeregu metod pozwalajacych okresla¢ budowe czasteczek zycia. Ciagly postep
umozliwia integracja biologii, chemii, fizyki i informatyki, powodujac, Ze biologia struktu-
ralna jest niezwykle interdyscyplinarna.

W swojej 35-letniej historii, Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akade-
mii Nauk w Poznaniu stat sie jednym z kluczowych polskich osrodkéw prowa-
dzacych badania w obszarze biologii strukturalnej. Z jednej strony prowadzone
badania przyniosty rozpoznanie na arenie miedzynarodowej, a z drugiej wymu-
sity wdrazanie i rozw6j nowoczesnych metod. Niniejsza praca przegladowa za-
wiera oméwienie metod biologii strukturalnej wykorzystywanych w Instytucie.

WPROWADZENIE

Biatka, DNA i RNA dyktuja niemalze wszystkie procesy zachodzace w ko-
morce, zastugujac na miano czasteczek zycia lub bioczasteczek. Ich prawidlowe
funkcjonowanie i odpowiednia regulacja sa kluczowe dla kazdego organizmu, a
zaburzenia skutkujace obnizeniem lub podwyzszeniem aktywnosci albo pozio-
mu danej bioczasteczki czesto sa podstawa schorzeni. Wiemy réwniez, ze funkcja
czgsteczek zycia jest SciSle zwigzana z ich struktura. Jednak poznawanie budo-
wy bioczasteczek jest utrudnione przez ich rozmiary, wynoszace zazwyczaj od
kilku do kilkudziesieciu nanometréw (nm). Z uwagi na ograniczenia wynikajace
z dtugosci fali $wiatla widzialnego, rozmiar ten uniemozliwia obserwacje z za-
stosowaniem klasycznego mikroskopu optycznego. Jak wiec poznawac struk-
ture bioczasteczek biorac pod uwage, ze samych biatek, tylko u czlowieka, jest
okoto 250007

Dedykowanych narzedzi dostarcza biologia strukturalna, ktéra zajmuje sie
poznawaniem budowy bialek, kwaséw nukleinowych i innych czasteczek bio-
logicznych, a takze ich oddzialywan ze soba. Instytut Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk (IChB PAN) w Poznaniu od swojego powstania byl jed-
nym z wiodacych osrodkéw w kraju w obszarze biologii strukturalnej. Artykut
ten stanowi podsumowanie metodologii, ktére sa dostepne, wykorzystywane
lub tworzone w Instytucie, $wiadczac o podtrzymywaniu tej zaszczytnej, ale i
odpowiedzialnej roli.

KRYSTALOGRAFIA

Dekade temu, w 2014 roku, obchodzony byt Miedzynarodowy Rok Krysta-
lografii. Byla to setna rocznica upamietniajaca przyznanie Nagrody Nobla Ma-
xowi von Laue, fizykowi, ktéry odkry! dyfrakcje promieni rentgenowskich na
krysztatach siarczanu (VI) miedzi (II). Rok 1914 uznaje si¢ za poczatek nowocze-
snej krystalografii rentgenowskiej, jednak jej podwaliny byty ksztattowane juz
od XVII wieku. W roku 1611 ukazalo sie dzieto Johannesa Keplera pt. , Strena seu
de Nive Sexangula” (ang. On the Snowflake, or the Six-Angled Crystal) [1], w ktérym
sformulowat hipoteze dotyczaca szesciokatnej symetrii ptatkow éniegu, wynika-
jacej z regularnego upakowania czasteczek wody (Ryc. 1A).

Poczatki biokrystalografii, ktéra skupia sie na badaniach makromolekut tj.

biatek i kwasoéw nukleinowych, datuje si¢ na rok 1840, kiedy to Friedrich Hiine-
feld otrzymat krysztaty hemoglobiny z dzdzownicy, $wini oraz cztowieka [2].

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/
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Rycina 1. (A) Diagram J. Keplera ilustrujacy najbardziej wydajne sposoby upakowania czasteczek w strukturze tréjwymiarowej. Zrédlo: www.seh.ox.ac.uk/blog/jo-
hannes-kepler-on-snowflakes (B) Relacja pomiedzy siecia krystaliczna a komérka elementarna. Zrédto (mod.): collegesidekick.com/study-guides/cheminter/unit-cells
(C) Krysztaly roslinnego enzymu ze szlaku biosyntezy histydyny, dehydratazy fosforanu imidazologlicerolu (IGPD/HISNS), oraz dyfraktogram jednego z nich. Zwréé
uwage na koncentryczny wzoér tworzony z reflekséw. (D) Poréwnanie mapy gestosci elektronowej, w réznych rozdzielczoéciach, wokoét reszty histydyny enzymu IGPD.

W 1958 roku, John Kendrew opublikowatl pierwsza krysta-
lograficzna strukture tréjwymiarowa mioglobiny wyizolo-
wanej z kaszalota [3]. Za te trwajgce ponad 20 lat badania,
J. Kendrew wraz ze swoim wspélpracownikiem Maxem Pe-
rutzem, otrzymali w 1962 roku Nagrode Nobla w dziedzi-
nie chemii. W tym samym roku Nagrode Nobla otrzymali
réowniez James Watson, Francis Crick i Maurice Wilkins za
wyznaczenie helikalnej struktury A-DNA, réwniez w opar-
ciu o krystalografie [4]. O sile biologii strukturalnej, ktérej
fundamentem jest krystalografia, stanowi fakt, ze okolo
trzydziestu Nagrod Nobla zostalo przyznanych za osiggnie-
cia w tym obszarze [5].

Celem biokrystalografii jest okreslenie tréjwymiarowej
struktury makroczasteczki, tj. pozycji jej atomoéw w krysz-
tale (Ryc. 1B). Bada¢ w ten spos6b mozna biatka rozpusz-
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czalne, blonowe oraz kwasy nukleinowe. Krysztal jest to
material skladajacy sie z wysoce uorganizowanych, powta-
rzajacych sie we wszystkich kierunkach atomoéw, jonéw lub
czasteczek, tworzacych sieci krystaliczne. Najmniejszymi
powtarzalnymi czeSciami krysztalu sa komorki elementar-
ne, ktére tworza siedem rodzajéw ukladéw krystalograficz-
nych, jednak najtatwiej wyobrazi¢ je sobie jako bryly, takie
jak np. szesciany lub prostopadiodciany (Ryc. 1B). Wysoki
stopient organizacji atoméw w krysztale umozliwia stoso-
wanie operacji symetrii (np. rotacje i translacje) do uprosz-
czenia opisu ulozenia atoméw w krysztale. Innymi stowy,
jesli elementy struktury poddamy wlasciwym dla danego
krysztatu operacjom symetrii, to otrzymamy niezmieniony
uklad elementéw, ktéry jest identyczny ze stanem poczat-
kowym. Polaczenia uktadéw krystalograficznych i operacji
symetrii skladajq sie na tzw. grupy przestrzenne [6].
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Naswietlanie krysztatu wiazka promieni rentgenowskich
prowadzi do ich dyfrakcji na warstwach atoméw krysztatu,
konkretnie na elektronach. Odbite promienie rejestrowane
sa na detektorze w postaci reflekséw, czego wynikiem jest
obraz dyfrakcyjny (Ryc. 1C). Na podstawie ulozenia i inten-
sywnosci refleksow mozna obliczy¢ parametry wielkosci
komorki elementarnej oraz grupe przestrzenna. Nastep-
nie stosujac zaawansowane narzedzia matematyczne, m.
in. odwrécong transformate Fouriera, otrzymuje sie mape
gestosci elektronowej, do ktérej mozna dopasowaé model
biatka lub kwasu nukleinowego na podstawie ich sekwen-
¢ji. Wszystkie niezbedne obliczenia wykonuje sie za pomo-
cg dostepnych programéw, wyspecjalizowanych w kazdym
etapie procesowania danych. Jakos¢ tych danych jest wprost
proporcjonalna do jakosci otrzymanych krysztaléw, dlatego
pomiar dyfrakcyjny traktuje sie jako ostatni etap ekspery-
mentalny w drodze do rozwigzania struktury [7].

Parametrem majacym duze znaczenie dla jakosci struktu-
ry krystalograficznej, szczegélnie mapy gestosci elektrono-
wej, jest rozdzielczosé. W skrocie, rozdzielczosé definiuje sie
jako najmniejsza odlegloé¢ z jaka mozna odréznic od siebie
dwa punkty. Fale rentgenowskie sa fala elektromagnetycz-
na o dtugosci ok. 0,5 A—2,5 A (A, Angstrem; 1 A= 0,1 nm),
co pozwala rozrézniaé¢ atomy. Dla poréwnania, fala $wiatta
widzialnego, wykorzystywana w mikroskopach optycz-
nych, ma dtugos¢ 400-700 nm (4000-7000 A), co nie pozwa-
la na obserwacje pojedynczych czasteczek, z uwagi na mak-
symalna rozdzielczo$¢ okoto 200 nm, czyli polowe diugo-
Sci fali. Im wyzsza rozdzielczoé¢ (tzn. mniejsza jej wartosc
liczbowa) tym wiecej informacji na temat danego obiektu
mozemy uzyskacé. Przy rozdzielczosci 4-6 A (wyzej opisa-
na pierwsza struktura mioglobiny) mozemy zaobserwowacé
co najwyzej przebieg elementéw struktury drugorzedowej
bialek, np. a-helis, natomiast przy rozdzielczosci 1,5 A uwi-
doczni sie utozenie faricuchéw bocznych reszt aminokwaso-
wych lub potozenie ligandéw w makroczasteczce (Ryc. 1D).
Znajomo$¢ pozycji atomoéw i ich wzajemnych oddziatywan
umozliwia zrozumienie molekularnej funkcji biatek (recep-
toréw, enzymow, czynnikéw transkrypcyjnych, komplek-
sow biatkowych itd.) oraz kwaséw nukleinowych.

Krystalografia posiada réwniez pewna stabosé. Odna-
lezienie warunkéw w ktérych wykrystalizuje np. biatko
nie jest latwym zadaniem. Dostepne sa komercyjne zesta-
wy odczynnikéw, zawierajace roztwory o zréznicowanym
skladzie chemicznym, ktére maja promowac krystalizacje
biatka. Na krystalizacje wplyw ma wiele czynnikéw fizy-
kochemicznych, takich jak temperatura otoczenia, skiad
buforéow, sekwencja i rozpuszczalnos¢ biatka, stezenie bial-
ka czy stezenie soli i innych zwiazkéw towarzyszacych.
Czasami odnalezienie wiasciwych warunkéw moze trwac
latami, ale otrzymanie krysztaléw i rozwiazanie struk-
tury rekompensuje ten wysitek. Otrzymane w ten sposob
krysztaly zazwyczaj nie przekraczajg 0,5 mm diugosci. Aby
przygotowac je do eksperymentu dyfrakcyjnego nalezy je
wytowié, pracujac pod mikroskopem stereoskopowym.
Poniewaz eksperyment dyfrakcyjny prowadzi sie zazwy-
czaj w warunkach kriogenicznych, do krysztalu nalezy za-
stosowac krioprotektant i zamrozi¢ go w cieklym azocie.
Krioprotekcja zapobiega powstawaniu lodu krystalicznego,
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ktéry moze niszczy¢ strukture krysztatu i zaburza¢ pomiar
dyfrakcyjny. Jest to kluczowe dla zachowania wtasciwosci
bardzo wrazliwych krysztatéw bioczgsteczek, ktére szybko
ulegaja zniszczeniom radiacyjnym w wyniku stosowania
wysokoenergetycznych wigzek promieni rentgenowskich.
Z drugiej jednak strony, powstanie bardzo intensywnych
Zrédet promieniowania rentgenowskiego (synchrotronow)
pod koniec XX wieku, znacznie ulatwilo badania krystalo-
graficzne.

KRIOGENICZNA MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA

Kriomikroskopia elektronowa (ang. cryogenic electron
microscopy, cryoEM) to metoda obrazowania opierajaca sie
o rozpraszanie wiazki elektronéw przez atomy makrocza-
steczek, zamrozonych, a konkretnie zwitryfikowanych, w
lodzie amorficznym, tzn. pozbawionym struktury krysta-
licznej. Witryfikacja to proces bardzo szybkiego chtodzenia
cieczy w niskich temperaturach. Cialem amorficznym zna-
nym z zycia codziennego jest, np. szklo. Prébke biatka (lub
komplekséw bialek z kwasami nukleinowymi) umieszcza
sie na mikrosiateczkach (ang. grid). Roztwoér osadza sie w
oczkach siateczek dzieki napieciu powierzchniowemu, two-
rzac warstwe o grubosci maksymalnie kilkunastu nm [8].
Tak cienka warstwa tatwiej ulega witryfikacji. Z uwagi na
maly kontrast czasteczek biologicznych, cryoEM zazwyczaj
jest skuteczne w badaniu duzych biatek lub kompleksow.

W przypadku mikroskopu optycznego wykorzystujace-
go $wiatto widzialne, granica rozdzielczos$ci wynosi okoto
200 nm. Chociaz jest to wystarczajace do obrazowania ko-
morek, jest niewystarczajace dla bioczasteczek. Dlatego tez
konieczne jest wykorzystanie innego rodzaju wiazki. Fizy-
ka uczy nas, ze elektron ma podwdjne wilasciwosci czastki i
fali. W mikroskopie elektronowym (ang. electron microscope,
EM), dtugosc fali (np. 2 pm) regulowana jest poprzez zmia-
ne energii. Podobnie jak mikroskop optyczny, EM réwniez
wykorzystuje system soczewek do ogniskowania i kierowa-
nia wigzki elektronéw. Szczegdlna cecha tych soczewek jest
jednak to, ze sa one elektromagnesami, poniewaz tor ruchu
natadowanych elektronéw mozna zmienia¢ w polu magne-
tycznym.

Mikroskop elektronowy pozwala rejestrowac na detek-
torze elektrony przechodzace przez probke. Podobnie jak
w przypadku konwencjonalnego mikroskopu, wynikiem
jest dwuwymiarowa projekcja. Poniewaz pojedyncza pro-
jekcja zawiera bardzo malo informacji na temat struktury
biatka, opracowano metode zwang analizg pojedynczych
czastek (ang. single-particle analysis, SPA). Przy zalozeniu,
ze wszystkie czasteczki bialka sg strukturalnie identyczne,
réznica w ksztalcie projekcji réznych czasteczek wynika
z ich orientacji w lodzie. W trakcie procesowania danych,
specjalistyczne algorytmy pozwalaja klasyfikowaé podobne
projekcje oraz odtworzy¢ z nich tréjwymiarowa mape, by
ostatecznie rozwigzaé strukture bioczasteczki. Warto pod-
kresli¢, ze cryoEM nie tylko otwiera szanse na badanie sta-
tycznej struktury, ale pozwala takze odtworzy¢ dynamike
czasteczki.

Ostatnio zaobserwowano bardzo szybki rozwéj cryoEM
w trzech aspektach: rozwoju detektoréw, algorytméw obli-
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czeniowych, a takze zastosowania sztucznej inteligencji w
przetwarzaniu danych. Doprowadzito to do zwiekszenia
liczby struktur w bazie Protein Data Bank (PDB) rozwigza-
nych technika cryoEM, ktéra przezywa obecnie etap rozwo-
ju podobny do tego, na jakim krystalografia byta w latach
1995-2010. Przyktadowo, w roku 2010 w bazie PDB zde-
ponowano 57 struktur otrzymanych metoda cryoEM, a w
2023 r. bylo to prawie 4600 struktur [9].

Dzisiaj cryoEM jest metodg komplementarng do krysta-
lografii, ktéra ma od dawna ugruntowana w nauce pozy-
cje. Obecny rekord rozdzielczosci wynosi 1,22 A dla mysiej
apoferrytyny, o masie catego 24-meru réwnej 480 kDa [10].
CryoEM okazuje sie doskonate do badania duzych kom-
pleksow biatkowych (>1 MDa), zar6wno blonowych, jak i
cytoplazmatycznych, ktérych krystalizacja jest czesto nie-
mozliwa. Za rozwdj cryoEM Jacques Dubochet, Joachim
Frank i Richard Henderson zostali uhonorowani nagroda
Nobla w dziedzinie chemii w 2017 roku.

BADANIE STRUKTURY BIALEK BEONOWYCH

Biatka blonowe obejmuja wszystkie biatka osadzone w
dwuwarstwie lipidowej komoérki (w tym w blonach orga-
nelli) lub z nig zwigzane [11]. Nie jest przesada stwierdze-
nie, ze bialka blonowe sa straznikami komérek. Odgrywaja
one kluczowa role w sygnalizacji np. receptory sprzezone z
biatkiem G (ang. G protein-coupled receptor, GPCR), adhezji
komoérek (kadheryny), rozpoznawaniu (biatka kompleksu
zgodnosci tkankowej), transporcie (kanaly jonowe, pompy
jonowe, transportery hormonodw, itp.), czesto posiadajac
réwniez aktywnos$¢ enzymatyczna. Warto zauwazy¢, ze
biatka btonowe stanowia cel molekularny wielu zatwier-
dzonych terapii. Na przyklad, zmiany w strukturze recep-
tora endoteliny typu A (ETAR) stoja za wysokim ci$nieniem
krwi. Rozumiejac strukture i funkcje ETAR, zaprojektowa-
no i zsyntetyzowano bosentan, ktéry jest antagonista tego
receptora, zatwierdzonym jako lek.

Charakterystyczna struktura biatek btonowych pozwa-
la im oddzialywaé z hydrofobowym wnetrzem btony. Ze
wzgledu na hydrofobowa strone zewnetrzng, struktura
biatka btonowego moze zosta¢ tatwo zaklécona po ,wyje-
ciu” go z natywnej btony. Dlatego tez poznawanie struktur
bialek blonowych jest trudniejsze. Duzy rozmiar (powyzej
100 kDa) oraz elastycznosé znacznie zmniejszaja szanse na
krystalizacje. Konieczno$¢ nasladowania srodowiska lipi-
dowego, niezbedna do utrzymania prawidlowej struktu-
ry jest rowniez sporym wyzwaniem. Duzy postep w zro-
zumieniu biatek btonowych umozliwito cryoEM. Rozwéj
technologii dedykowanej biatkom blonowym szczegélnie
zwigzany jest imitacja srodowiska nasladujacego naturalne
lipidy, tj. wprowadzaniem detergentéw [12], nanodyskéw
[13], liposoméw, itp. Wszystko to prowadzi do wyktadni-
czego rozwoju liczby struktur bialek blonowych. W szcze-
golnosci postep w cryoEM utorowat droge do zrozumienia
GPCR [14], otwierajac mozliwosci projektowania nowych
agonistow GPCR [15].

Wrciaz jednak struktura bardzo wielu kluczowych bia-

tek btonowych i komplekséw wielobiatkowych nie zostata
poznana. Do poznawania architektury najwiekszych kom-
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plekséw, pomocna okazuje si¢ tak zwana kriotomografia
elektronowa (cryoET). Technika ta daje szanse przyjrzenia
sie komorce, mogac dostarczy¢ informacji o interakcjach
bioczasteczek w jej wnetrzu. Poniewaz rozdzielczosé cry-
oET jest obecnie ograniczona, aby zbada¢ oddziatywania
bialek blonowych stosuje sie szereg innych technik, takich
jak transfer energii rezonansu Forstera [16] czy spektrosko-
pie sit atomowych [17].

SPEKTROSKOPIA NMR

Spektroskopia NMR, obok omawianej wczesniej krysta-
lografii rentgenowskiej, stanowi jedna z najwazniejszych
metod, pozwalajacych na wyznaczanie struktur tréjwy-
miarowych makrobiomolekul. Zgodnie z baza danych
PDB, znanych jest obecnie 216 tysiecy struktur biatek oraz
kwaséw nukleinowych wyznaczonych przy uzyciu jednej
z trzech metod: krystalografii rentgenowskiej (84,5%), cry-
0oEM (8,8%) oraz spektroskopii NMR (6,6%) (https://www.
rcsb.org/stats/summary). Wiekszosé struktur biatkowych
zostala rozwigzana metoda krystalograficzng, co wynika z
charakteru badanych struktur, ktére sa przewaznie duzymi
ukladami biomolekularnymi o dobrze zdefiniowanej struk-
turze. Jednakze cze$é biopolimeréw, w ktérych wystepuja
dynamiczne zmiany konformacyjne i sa problematyczne
w krystalizacji, moze by¢ analizowana wylacznie metoda-
mi bazujacymi na pomiarach w roztworze. Sposréd ww.
metod, klasyczna metoda opisujaca zachowanie biomole-
kul w roztworze jest spektroskopia NMR, umozliwiajac
precyzyjne powiazanie fizjologiczne pomiedzy struktura
tré6jwymiarowa badanej bioczasteczki, a petniong przez nig
funkcja. Zgodnie ze statystyka bazy PDB, metoda spektro-
skopii NMR umozliwita rozwigzanie 1479 struktur wolnych
kwasoéw nukleinowych (nieskompleksowanych z biatkami),
podczas gdy metodami krystalografii rentgenowskiej roz-
wigzano 2760 takich struktur. W przypadku niekanonicz-
nych struktur biomolekul, takich jak G-kwadrupleksy, na
529 rozwigzanych struktur, az 285 z nich zostalo opisane
technika NMR w roztworze.

Spektroskopia NMR stanowi skuteczna metode wyzna-
czania struktury biomolekul z rozdzielczoscig atomowsg, co
w tym przypadku rozumiemy jako mozliwos¢ selektywnej
obserwagji lokalnego otoczenia poszczegélnych atoméw. Co
wiecej, przedstawione wyzej statystyki nie odzwierciedlajg
calego wkiadu spektroskopii NMR w biologie struktural-
na, gdyz wiele badart NMR nie koriczy sie zdeponowaniem
struktury wysokorozdzielczej w PDB. Wykonywanie badari
w roztworze zapewnia niezaburzona dynamike molekular-
na oraz swobodne oddzialywania miedzyczasteczkowe, co
sprawia, ze spektroskopia NMR jest niezastapiona metoda
badania tych zjawisk. R6znorodnos¢ technik pomiarowych
NMR nie tylko zapewnia szerokie spektrum informacji na
temat dynamiki konformacyjnej, ale takze pozwala na re-
jestracje interakcji zachodzacych w badanym ukladzie, w
przedziale czasowym od pikosekund do nawet dni.

Spektroskopia NMR oparta jest na podstawowych wla-
Sciwosciach mechaniki kwantowej spinéw jadrowych. Wy-
korzystuje ona naturalne wlasciwoséci magnetyczne jader
atomowych 'H, BC, BN, *P, w celu uzyskania informacji o
otoczeniu chemicznym danego atomu. Niestety, najbardziej
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rozpowszechnione w przyrodzie izotopy wegla, azotu i tle-
nu (*C, N, O) nie posiadaja odpowiednich wlasciwosci
magnetycznych, co utrudnia obserwacje tych atoméw bez
specjalnego znakowania badanej czasteczki. W badaniach
nieznakowanych biomolekut trzeba si¢ wiec skupi¢ na ob-
serwacji izotopéw wodoru 'H oraz izotopu *'P.

Zréznicowane lokalne srodowiska chemiczne, otaczajace
poszczegdlne jadra powodujg, ze sygnaly moga wystepo-
wac na réznych czestotliwosciach rezonansowych. Oznacza
to, ze jadra o réznym s$rodowisku chemicznym, pojawia
sie¢ w odmiennych obszarach widma NMR, umozliwiajac
przypisanie sygnalow do poszczegdlnych atoméw. Anali-
zowanie strukturalne zlozonych ukladéw staje sie mozliwe
poprzez zidentyfikowanie atoméw wodoru, ktére sg prze-
strzennie bliskie, ale odlegte w sekwencji badanej biomole-
kuly. Takie obserwacje interakcji miedzy atomami wodoru
znajdujacymi sie stosunkowo blisko siebie (do okoto 5-6 A),
umozliwia jadrowy efekt Overhausera - znany powszech-
nie jako NOE (ang. nuclear Overhauser effect).

Pomimo szerokiego wachlarza mozliwosci, ktére oferuje
spektroskopia NMR, posiada ona réwniez ograniczenia. W
przypadku kwaséw nukleinowych o rozmiarach >10 kDa,
interpretacja widm staje si¢ problematyczna, poniewaz
wraz ze wzrostem ich masy czasteczkowej, obserwuje sie
nakladanie sygnaléw rezonansowych. Jest to spowodowa-
ne stloczeniem widmowym atoméw w obrebie biomolekuty
oraz z malej heterogennosci jednostek nukleotydowych, w
poréwnaniu ze zréznicowaniem reszt aminokwasowych w
biatkach. Metodg pozwalajaca na kompensacje tego ogra-
niczenia, wynikajacego z budowy czasteczki oraz braku
mozliwoéci obserwacji niektérych izotopéw wchodzacych

w skfad biomolekut, jest zastosowanie znakowania izoto-
powego. Pozwala to na badanie wigkszych czasteczek, po-
przez catkowite, czesciowe i/lub selektywne znakowanie
izotopami ®C, ®N oraz ?H [18]. Najwieksza struktura roz-
wigzana za pomocg spektroskopii NMR nalezy do enzymu
z grupy rybonukleoprotein typu box C/D, ktéry metyluje
rybosomalny RNA na atomach 2'-O reszt rybozy. Struktura
ta ma rozmiar ok. 390kDa [19]. Do najwiekszych ukladéw
RNA, ktorych struktury zostaly rozwigzane metoda spek-
troskopii NMR nalezy czasteczka pochodzaca od wirusa
HIV-1 (155 reszt), kluczowa w jego procesie replikacji (ang.
HIV-1 RNA packaging signal) [20]. Bez znakowania, mozli-
wosci te ograniczaja si¢ do rozwigzania struktur skfadajg-
cych sie z ok. 20-30 reszt RNA [18].

Znane sg dwie gtéwne strategie wzbogacania izotopowe-
go RNA - chemiczna, na podlozu stalym metoda fosfory-
noamidowa oraz transkrypcja in vitro, na matrycach DNA z
udzialem polimerazy T7, z wykorzystaniem uzyskanych w
procesie enzymatycznej fosforylacji rybonukleozydo-5" tri-
fosforanéw (rNTP) z komorek bakterii Escherichia coli hodo-
wanych na pozywce z obecnymi izotopami **C i *N. Ogra-
niczeniem tej metody jest brak mozliwosci otrzymywania
krotkich nici oligorybonukleotydowych. Metoda ta jest
znacznie tanisza niz synteza chemiczna. Otrzymanie okre-
slonej sekwencji nukleotydowej znakowanej izotopowo
czgsteczki DNA jest trudniejsze. Selektywne znakowanie
izotopowe, umozliwilo badanie komplekséw biatkowych o
rozmiarach siegajacych 1 MDa [21].

Ogromna zaleta spektroskopii NMR, jest mozliwos¢ uzy-
skiwania informagji strukturalnych o badanej biomolekule
w sposob ciagly: od pierwszych eksperymentéw pozwa-
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Rycina 2. Fragmenty widm protonowych NMR struktur G-kwadruplesow DNA. Lewa strona - region iminowy, prawa - region aromatyczny. Niebieskie i czerwone
gwiazdki oznaczaja atomy pochodzace od réznych struktur. Przedstawione cztery widma pokazuja, jak zmieniaja sie sygnaly w zaleznosci od warunkéw pH (od gory -
5.8,5.8,7.2,7.2), a takze szybkosci topnienia (ang. annealing) (od géry - szybko, szybko, wolno, wolno).
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lajacych oceni¢ jednorodnos¢ strukturalng badanej probki,
poprzez wyznaczenie struktury drugorzedowej po wstep-
nej analizie widm, az po rozwigzanie struktury wysokoroz-
dzielczej po catkowitym przypisaniu sygnatléw w widmie.
W wielu wypadkach juz niskorozdzielcze informacje uzy-
skane po wstepnej analizie widm wystarczaja do udzielenia
odpowiedzi na postawione pytania badawcze.

Juz po wykonaniu pierwszego widma NMR, czesto od
razu mozna wysnué przypuszczenia odnosnie struktury
drugorzedowej, nie skupiajac si¢ na calosci widma, lecz ba-
zujac na przesunieciach chemicznych odpowiednich grup
atomow. Dla przykiadu, w widmie 'H NMR zarejestrowa-
nym dla kwaséw nukleinowych, sygnaly iminowe wyste-
pujace przy 10-15 ppm pozwalaja na oszacowanie ilosci
par zasad w czasteczce (kazda para AT, UT, GC ma jeden
proton iminowy), przy czym pary Watsona-Cricka pojawia-
ja sie w regionie 12-15 ppm, natomiast pary niekanoniczne
przy 10-12 ppm (Ryc. 2). Ten zakres przesuniec jest charak-
terystyczny takze dla tworzenia sie G-kwadruplekséw. Pa-
trzac na fragment widma 'H NMR w regionie iminowym,
czesto mozemy takze stwierdzic liczbe form strukturalnych,
bazujac na licznosci sygnaléw, to znaczy czy w roztworze
znajduje sie jeden konkretny konformer, czy wiecej [22,23].
Niestety nie zawsze jest to mozliwe, wynika to z kinetyki
tworzenia zwigzkéw (przy szybkiej kinetyce otrzymamy
sygnaly formy usrednionej) lub ze zjawiska naktadania sie
sygnatow.

Ustalenie struktury trzeciorzedowej wymaga przede
wszystkim przypisania jak najwiekszej liczby sygnatéow w
widmie dwuwymiarowym NOE badanej czasteczki. W na-
stepnym etapie otrzymujemy dane strukturalne w formie
wiezéw konformacyjnych [24]. Nastepnie na podstawie
przypisanych sygnaléw w widmie NOESY konkretnym
atomom w czgsteczce, poréwnuje sie ich intensywnosci i
w ten sposob przewiduje odleglosci pomiedzy atomami w
strukturze.

Aby przejé¢ od rozwigzanego widma do ustalenia struk-
tury trzeciorzedowej, wykorzystywane sa rézne algorytmy,
ktore probuja dopasowaé niezdefiniowang konformacyj-
nie czasteczke do danych NOE. Dzieje sie to przez prze-
szukanie przestrzeni konformacyjnej, czyli przetestowanie
wszystkich mozliwych konformacji, by powstajacy model
jak najbardziej spelnial dane eksperymentalne, czyli od-
legtosci miedzyatomowe. W tym celu wykonuje sie wiele
powtérzen tej samej symulacji przy uzyciu tych samych
danych wejsciowych, ale r6znych, losowo wybranych wa-
runkéw poczatkowych i poréwnuje sie otrzymang grupe
konformeréw, by mie¢ pewnos¢, ze zawsze otrzymujemy ta
sama strukture [25,26].

Najczesciej stosowanymi metodami badan struktural-
nych biomolekul sa algorytmy restryktywnej dynamiki
molekularnej (ang. restrained Molecular Dynamics, tMD), me-
toda symulowanego wyzarzania (ang. simulated annealing,
SA) oraz geometrii odleglodciowej (ang. distance geometry,
DG) [27]. Po zakoriczeniu modelowania molekularnego
otrzymujemy dziesiatki struktur, ktére r6znig sie od siebie.
Po ich nalozeniu i otrzymaniu, tzw. rodziny struktur, jeste-
$my w stanie okresli¢ zdefiniowanie konformacyjne wyzna-
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czonej struktury (Ryc. 3), ktéra nastepnie mozemy zlozy¢
do bazy PDB, deponujac rodzine ok. 10-20 struktur najlepiej
spetniajacych dane NOE.

Zaréwno bialka, jak i kwasy nukleinowe (DNA, RNA)
nie sg sztywnymi strukturami. Okazuje si¢, Ze mozna za-
obserwowac¢ cala game proceséw dynamicznych, ktére
moga by¢ istotne dla funkgji biologicznych danej biomole-
kuly [28]. Dynamika molekularna w tego typu uktadach jest
obecna na wszystkich poziomach architektury czasteczki
- od ruchéw ,lokalnych”, ograniczonych do pojedynczych
reszt, poprzez dynamike w obrebie poszczegélnych ele-
mentéw struktury drugorzedowej (na przyklad przejéciowe
,otwierania” par zasad w dupleksach DNA/RNA), az po
zmiany przeksztalcajace calg strukture trzeciorzedowa, jak
dynamika pomiedzy poszczegdlnymi helisami tworzacymi
skomplikowane struktury RNA [24]. Jednoczes$nie ruchy
te zachodza w bardzo szerokim przedziale czasowym, od
pikosekund (wibracje, zmiany katéw dwusciennych w cza-
steczkach cukréw), az po godziny czy dni (przejscia struk-
turalne pomiedzy réznymi strukturami trzeciorzedowymi).
Mimo tak wielkiej ré6znorodnosci skal czasowych ruchéw

A)

Rycina 3. Przedstawienie rodzin struktur otrzymanych za pomocg NMR. Panel
A prezentuje bardzo dobrze zdefiniowana rodzine struktur. Panel B przestawia
rodzine struktur wyznaczang za pomocg mniejszej liczby wiezéw strukturalnych,
co przeklada si¢ gorsze zdefiniowanie wzajemnej orientacji elementéw helikal-
nych [57].
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biomolekul, spektroskopia NMR dostarcza nam szerokiego
wachlarza narzedzi, ktére razem pozwalaja na badanie ca-
tego zakresu tych proceséw dynamicznych [24,28]. Takze,
na przyklad w celu zbadania zakresu ruchéw pomiedzy
dwiema helisami tworzacymi element RNA TAR z wirusa
HIV-1, zastosowano resztkowe sprzezenia dipolowe (ang.
residual dipolar couplings, RDC), ktére sa wrazliwe na orien-
tacje wiazani miedzy atomami w ukladzie odniesienia calej
czgsteczki [29]. Innymi waznymi narzedziami badania dy-
namiki sg pomiary czasu relaksacji R1p oraz metoda CEST
(ang. chemical exchange saturation transfer), pozwalajace na
obserwacje krétko zyjacych alternatywnych struktur bada-
nej biomolekuly o wyzszych energiach (ang. excited states,
ES) [30].

Zaprezentowane przyklady pokazuja jak szerokiego
spektrum informacji dostarcza spektroskopia NMR o struk-
turze, oddziatywaniach, dynamice oraz funkcji biomolekut.
Jednak zlozonosé¢ ukladéw biomolekularnych sprawia, ze
do ich wlasciwego opisu potrzeba czesto wiecej danych niz
moze dostarczy¢ jakakolwiek pojedyncza technika badaw-
cza. Spektroskopia NMR jest narzedziem silne komplemen-
tarnym do krystalografii rentgenowskiej i wspélne wyko-
rzystanie obu metod pozwala na uzyskanie szerszego spek-
trum informacji na temat analizowanych bioczgsteczek. Na
przyklad poréwnanie struktury przestrzennej biomolekuty
w ciele statym (w krysztale), z nawet podstawowymi pa-
rametrami NMR zmierzonymi w roztworze, pozwala na
szybka ocene czy obecne sa réznice strukturalne pomiedzy
tymi warunkami. W przypadku labilnych komplekséw bia-
tek z kwasami nukleinowymi, krystalografia rentgenowska
pozwala zapewnic szczegblowy, statyczny obraz struktury
molekularnej poszczegdlnych komponentéw, podczas gdy
badania NMR sa szczegélnie przydatne do zrozumienia
czesto dynamicznych oddzialywarn pomiedzy nimi [31].

METODY OBLICZENIOWE I BIOINFORMATYKA
W BIOLOGII STRUKTURALNE]

Metody obliczeniowe bioinformatyki sg nieodigcznym
narzedziem badan biologii strukturalnej. Pozwalaja one
gromadzié, systematyzowac i przetwarza¢ wiedze o struk-
turach molekularnych, a takze tworzy¢ modele czasteczek
i procesow bedacych ich udzialem, co umozliwia symulo-
wanie in silico wielu eksperymentéw laboratoryjnych. Wa-
runkiem poczatkowym badan podstawowych w biologii
strukturalnej jest dostep do danych o budowie czgsteczek.
Te gromadzone sa w bazach pierwotnych (dane ekspery-
mentalne) i wtérnych (dane adnotowane, wzbogacone o
dodatkowe parametry, wizualizacje, statystyki, itd.). Bazy
wtoérne powstaja jako produkt analizy danych pierwotnych,
ktéra czesto opiera sie na specjalizowanych narzedziach ob-
liczeniowych. Wsréd tych ostatnich wymieni¢ mozna, np.
programy stworzone w IChB PAN - RNApdbee (do analizy
struktury przestrzennej, oznaczania struktury drugorzedo-
wej, klasyfikacji pseudoweziow) [32], WebTetrado (do wy-
krywania kwadruplekséw i wyznaczania ich parametréw
strukturalnych) [33] czy DrawTetrado (do wizualizacji kwa-
druplekséw) [34]. Przyczynily sie one do opracowania m.
in. RNA FRABASE [35] - bazy eksperymentalnych struk-
tur RNA, wraz z zaawansowang wyszukiwarka motywow,
ONQUADRO - bazy struktur tetrad i kwadruplekséw [36]
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oraz RNAsolo - bazy oczyszczonych struktur 3D RNA po-
grupowanych wedlug podobieristwa [37]. Ostatnia z nich
zaprojektowano, m.in. do analizy komparatywnej algoryt-
moéw przewidujacych strukture drugo- i trzeciorzedowa
RNA oraz trenowania metod predykcyjnych, bazujacych
na uczeniu maszynowym. Komputerowe przewidywanie
struktury 2D i 3D, do jakiej zwijajg sie czgsteczki o okre-
slonej sekwenciji jest coraz powszechniej stosowanym po-
dejsciem uzyskiwania ogélnej wiedzy o budowie kwasow
nukleinowych i bialek, a takze wstepnym etapem projekto-
wania czgsteczek o okredlonej funkcjonalnosci. Stosuje sie
w nim najczesciej algorytmy symulujace proces zwijania
(modelowanie de novo), metody bazujace na modyfikacji
struktur homologicznych (modelowanie komparatywne),
skladanie z fragmentéw oraz - ostatnio - modele uczenia
maszynowego. Jednym z najpopularniejszych predyktoréw
struktury 3D RNA jest system RNAComposer, autorstwa bio-
informatykéw z IChB PAN, ktéry skltada modele z fragmen-
tow wycietych ze struktur eksperymentalnych. Doktadnos¢
i jakos¢ przewidywania ocenia si¢ korzystajac z miar odle-
glosci (np. RMSD, MCQ, GDT-TS), podobieristwa (np. INF,
TM-score, LCS) i jakosci (ang. clash score). Na czesci z nich
bazuja réwniez metody stuzace do wyszukiwania wspol-
nych podstruktur czy klastrowania czasteczek w zbiorze.
Do najnowszych wyzwan bioinformatyki strukturalnej
nalezy analiza topologii komputerowych modeli 3D RNA.
Algorytmy predykcyjne, zwlaszcza te oparte o uczenie ma-
szynowe, generuja bowiem struktury zawierajace splatane
motywy (wykrywa je program RNAspider) [38] lub wezly
topologiczne, niespotykane dotychczas w naturalnych cza-
steczkach RNA. Przyszlo$¢ pokaze czy sa to halucynacje czy
predykgcje, ktére potwierdza sie w nadchodzacych latach.

Ogolnodostepna baza PDB, ktéra gromadzi struktury bia-
tek i kwaséw nukleinowych, przezywa szybki wzrost liczby
deponowanych struktur. Dla przedstawienia skali rozwoju,
w roku 1995 cata baza PDB liczyta 3812 struktur, a w samym
tylko 2023 r. zdeponowano 14480 struktur, podczas gdy cate
PDB zawiera ich juz ponad 216 tysiecy [9]. Oprécz struktur
otrzymanych eksperymentalnie, PDB pozwala réwniez na
dostep do prawie miliona modeli wygenerowanych meto-
dami obliczeniowymi. Algorytmy sztucznej inteligencji, np.
AlphaFold, ESMFold czy RoseTTAFold, potrafia przewidywac
struktury 3D makroczasteczek. Nalezy jednak pamietad, ze
algorytmy te stosuja duze uproszczenia, a struktury otrzy-
mane eksperymentalnie zawsze beda blizsze prawdzie.

ZASTOSOWANIE BIOLOGII STRUKTURALNE]
W PROJEKTOWANIU LEKOW

Biologia strukturalna stanowi potezne narzedzie wy-
korzystywane w procesie projektowania lekéw, a tym
samym znaczaco wplywa na rozwéj medycyny i farma-
kologii. Struktury krystalograficzne stanowia pewnego
rodzaju mape dla naukowcéw, bowiem poprzez ich ana-
lize naukowcy uzyskuja wglad w molekularne podsta-
wy choréb, co umozliwia precyzyjne zidentyfikowanie
celéw terapeutycznych. Wspominanym celem terapeu-
tycznym moga by¢ kwasy nukleinowe: DNA lub RNA,
a takze biatka. W przypadku krystalografii biatek, szczegol-
nie istotnym aspektem jest poznanie miejsca aktywnego en-
zymu i domeny funkcjonalnej docelowego biatka. Szczego-
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towa wiedza na temat wspomnianych elementéw struktury
pozwala na zastosowanie metody projektowania lekéw
w oparciu o strukture (ang. structure-based drug discovery,
SBDD). W rezultacie zaprojektowane leki sa dobrze dopa-
sowane do celu terapeutycznego (wysoce specyficzne), co
przyczynia sie do zwiekszenia ich skutecznosci i ogranicze-
nia skutkéw ubocznych [39].

Przyktadem leku, ktéry zostat opracowany w oparciu o
SBDD jest Imatinib - preparat stosowany w leczeniu prze-
wleklej biataczki szpikowej (ang. chronic myelogenous leuke-
mia, CML) oraz ostrej biataczki limfoblastycznej (ang. acute
lymphotic leukemia, ALL). Za jedna z molekularnych pod-
staw wyzej wymienionych typéw nowotworéw, uznaje sie
nieprawidlowe dzialanie kinazy tyrozynowej. Imatinib w
spos6b wysoce specyficzny wigze sie receptorami kinazy
tyrozynowej, co prowadzi do zahamowania aktywnosci en-
zymu, a w konsekwencji zahamowania wzrostu komoérek
nowotworowych (proliferacji) i ich apoptozy (programowa-
nej $mierci komorki). Wykorzystanie biologii strukturalnej
przyczynilo sie do zwiekszenia specyficznosci leku oraz
zminimalizowania ryzyka wystapienia efektéw niepozada-
nych. Wskazuje na to zahamowanie aktywnosci enzymu,
bez zakl6écenia innych proceséw komoérkowych [40,41].

Metoda, ktéra zyskuje na popularnosci, potwierdzajac
swoja skutecznosé, jest tzw. krystalograficzne przesiewanie
fragmentéw (ang. crystallographic fragment screening) [42].
Znajduje ono zastosowanie, gdy mozliwa jest krystaliza-
gja celu molekularnego (np. biatka lub RNA). Otrzymane
krysztaly nasacza sie wowczas matoczgsteczkowymi zwigz-
kami (fragmentami). Nastepnie analiza otrzymanych map
gestosci elektronowych pozwala zidentyfikowac te zwiazki,
ktére wiaza sie z celem. Jednoczes$nie otrzymywane sa in-
formacje o miejscu i sposobie wiazania, co z kolei pozwala
na wskazanie miejsc modyfikacji czasteczki w celu zwiek-
szenia energii oddziatywania.

Metody oparte na biologii strukturalnej znalazly zastoso-
wanie, m.in. w rozwoju innych terapii przeciwnowotworo-
wych. Szczegdlnie obiecujaca strategia w walce z chorobami
nowotworowymi jest terapia celowana. Personalizowane
strategie terapeutyczne okre$lane sa mianem ,szytych na
miare”, opierajg sie bowiem na indywidualnych predyspo-
zycjach pacjenta [43]. Zastosowanie biologii strukturalnej w
terapiach celowanych w gtéwnej mierze opiera sie na anali-
zie strukturalnej kwaséw nukleinowych, np. analizie zmian
w ramionach chromosomow [44].

Istotnym obszarem zastosowan biologii strukturalnej
jest takze badanie mechanizméw lekoopornosci - zjawiska
powszechnie obserwowanego w chorobach o podtozu bak-
teryjnym [45]. Przykladowo, analizujac rybosomy réznych
gatunkéw bakterii naukowcy odkryli, ze bakterie mody-
fikuja swoj rybosom poprzez metylacje miejsca wigzania
antybiotyku, uniemozliwiajac tym samym zwiazanie leku.
Powyzsze dane staly sie inspiracja do opracowania anty-
biotyku o nazwie Cresomycin, ktory jest zoptymalizowany
pod katem wiazania z rybosomem [46].

Naturalnie wystepujace kwasy nukleinowe DNA i RNA
zaangazowane w procesy chorobotworcze, staly sie waz-
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nym celem przy projektowaniu i opracowywaniu lekéw
[47]. W szczegoInosci techniki spektroskopii NMR pozwa-
laja na efektywne monitorowanie interakcji biomolekut z
ligandami w roztworze. Podobnie jak w przypadku badan
struktury biomolekul, spektroskopia NMR pozwala na $le-
dzenie réznych aspektéw oddziatywan miedzyczasteczko-
wych, w zaleznosci od postawionych celéw badawczych: od
samego potwierdzenia wystepowania oddzialywan kwas
nukleinowy - ligand, poprzez ocene ich specyficznosci,
az po wyznaczenie struktur przestrzennych komplekséw.
Do pierwszej kategorii naleza eksperymenty przesiewowe
(ang. screening), pozwalajace na identyfikacje nowych ligan-
déw oddziatujacych z badang biomolekula, na podstawie
zmian w sygnalach rezonansowych NMR, np. poszerzenia,
przesuniecia [47]. Obserwacja tych zmian pozwala wyod-
rebnié¢ z duzych bibliotek zwiazkéw chemicznych te, ktére
wchodza w interakcje z biomolekulg. Dodatkowym atutem
staje sie mozliwo$¢ wyznaczenia stalych wiazania nowo od-
krytych ligandoéw. Spektroskopowe przesiewanie ligandéw
zyskuje znaczaca przewage nad innymi metodami, ponie-
waz nie wymaga chemicznej modyfikacji bioczasteczki, ani
czasteczki reporterowej [48]. Dla juz zidentyfikowanych
ligandéw mozliwa jest rowniez wstepna, niskorozdzielcza
identyfikacja miejsca wiazania, na podstawie eksperymen-
tow Sledzacych zmiany przesunie¢ chemicznych w obrebie
makromolekuly, wywolane obecnoscia liganda [49]. Wresz-
cie, w przypadku tworzenia specyficznego wigzania mie-
dzy ligandem, a biomolekulg, mozliwy jest pomiar odlegto-
$ci miedzy atomami tworzacymi kompleks poprzez efekt
NOE, a w konsekwencji wyznaczenie struktury tréjwymia-
rowej kompleksu.

Obecnie techniki biologii strukturalnej coraz czesciej
wspomagane s metodami obliczeniowymi, co istotnie
przyspiesza proces opracowania nowych lekéw. Algorytmy
uczenia maszynowego wykorzystuja dane strukturalne do
przewidywania interakcji lek - cel, a takze lek - komorka,
umozliwiajac, np. szacowanie wlasciwosci zwigzkéw przed
wprowadzeniem do modeli zwierzecych [50]. Nalezy row-
niez podkresli¢, ze narzedzia dostarczane przez biologie
strukturalng znajduja zastosowanie réwniez przy projekto-
waniu innych czasteczek aktywnych biologicznie, takich jak
na przykiad herbicydy [51-56].

Istnieje szerokie spektrum zastosowan strategii opartych
na biologii strukturalnej w projektowaniu lekéw i innych
zwigzkéw aktywnych biologicznie. Dotyczy to zaréwno
zrozumienia mechanizméw choréb, projektowania lekéw o
zwigkszonej skutecznosci i zmniejszonych efektach ubocz-
nych, a takze rozwoju terapii celowanych.

PODSUMOWANIE

Biologia strukturalna to nauka niezwykle interdyscy-
plinarna. Jej rozkwit umozliwiony zostat przez postepy w
biologii molekularnej, chemii, fizyce i informatyce. Dzieki
temu mozliwe bylo opracowanie szeregu metod ekspery-
mentalnych, bazujacych na réznych fizycznych fenome-
nach. Przedstawione metody sa w stosunku do siebie kom-
plementarne, umozliwiajac badania wszystkich rodzajow
bioczgsteczek. To wlasnie komplementarnosé krystalografii,
cryoEM, spektroskopii NMR i metod obliczeniowych poka-
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zuje, ze o prawdziwej mocy badan strukturalnych stanowi
wdrazanie metodologii skombinowanych. Co wiecej, bada-
nia strukturalne czasteczek biologicznych z jednej strony
posilkuja sie odkryciami dokonanymi w innych obszarach,
a z drugiej inspiruja kolejne.

Zaprezentowane przyktady metod stosowanych w Insty-
tucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk po-
kazuja dobitnie, Ze biologia strukturalna byta, jest i bedzie
jednym z jego naukowych filaréw. Poznawanie struktur
bioczasteczek napedzaja ekscytacja i naukowa satysfakcja,
kazdorazowo towarzyszace rozwigzaniu struktury. Dotych-
czasowe odkrycia motywuja do kolejnych, otwierajac nowe
perspektywy, jednoczednie przesuwajac ograniczenia me-
tod. W efekcie mozliwe jest otrzymanie coraz pelniejszego
obrazu funkcjonowania zaréwno zdrowych, jak i chorych
komoérek na poziomie molekularnym. Wiele terapii zosta-
to opracowanych dzieki wdrozeniu biologii strukturalnej, a
ciagly rozw6j pozwala z nadzieja patrze¢ w przysziosc.
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ABSTRACT

Structural biology is focused on understanding the architecture of biomolecules, such as proteins and nucleic acids. Deciphering the structure
helps to understand their function in the cell at a very precise - molecular level. This makes it possible to not only determine the basis of
diseases but also to propose therapeutic strategies and tools. Such a strong motivation for the development of structural biology has led to
the development of a number of methods, which enable determination of the structures of the molecules of life. The continuous progress has
been enabled by the integration of biology, chemistry, physics, and computer science, making structural biology extremely interdisciplinary.
In its 35-year history, the Institute of Bioorganic Chemistry of the Polish Academy of Sciences in Poznan has become one of the key Polish
institutions conducting research in the field of structural biology. On one hand, the research has brought international recognition, and on the
other hand, it has forced the implementation and development of cutting-edge methods. This review discusses the methods used in structural
biology at the Institute.
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