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Wspolczesna krystalografia, w szczegoélnosci krystalo-
grafia bialek, swoj szybki rozwoj zawdzigcza w duzej mierze
dostgpnosci do promieniowania synchrotronowego. Promie-
niowanie to ma wiele cech i1 parametréw, ktére w znaczacy
sposob pozwalaja zwigkszy¢ precyzje wykonywanych po-
miaréw jak réwniez skroci¢ czas potrzebny na wykonanie
eksperymentu. Natg¢zenie promieniowania synchrotrono-
wego jest kilka tysigcy razy wigksze od natgzenia promie-
niowania rentgenowskiego uzyskiwanego przy pomocy
tradycyjnych lamp rentgenowskich. O podobny rzad wiel-
kosci mozna réwniez skroci¢ czas przebywania krysztatu
w wiazce rentgenowskiej, co jest bardzo istotne ze wzgledu
na delikatna natur¢ krysztalow biatkowych wrazliwych na
uszkodzenia radiacyjne. Inna cecha synchrotronowego pro-
mieniowania rentgenowskiego jest mozliwos¢ otrzymania
promieniowania o réznych dtugosciach fali. Pozwala to na
wykorzystanie nowych metod biokrystalograficznych opar-
tych na zjawisku anomalnego rozpraszania (MAD — Multi-
wavelengh Anomalous Diffraction).

Obecnie na $wiecie pracuje okoto 60 synchrotronow,
a okolo 10 jest w réznych fazach budowy. Zdecydowana
wigkszo$¢ z nich posiada dedykowane linie przeznaczone
do badan biokrystalograficznych (Rys. 1). W Europie znaj-
duje si¢ kilkanascie o$rodkow synchrotronowych, ktore
oferuja kilkadziesiat dostgpnych linii synchrotronowych
zaprojektowanych do badan strukturalnych biatek.

Typowy synchrotronowy eksperyment rentgenow-
ski (Rys. 2) oprocz problemoéw naukowych zwigzany jest
z duzym przedsigwzigciem logistycznym. Na pomiary do
osrodka synchrotronowego, oddalonego o kilkaset lub na-
wet kilka tysigcy kilometrow, na kilka dni musi pojechaé
z reguly trzy- lub czteroosobowa grupa. Delegowanie ta-
kiej grupy wiaze si¢ z duzymi naktadami pracy admini-
stracyjnej zwiazanej z organizacja takiego wyjazdu. Sa to
rezerwacje biletow, wynajecie hotelu i mndstwo rdéznych
formalno$ci takich jak np. diety i polisy ubezpieczenio-
we. Oprocz tego nalezy przygotowac do transportu prob-
ki przeznaczone do badan synchrotronowych. Poniewaz
krysztaly biatek sa czgsto delikatne i nietrwale przecho-
wuje si¢ je 1 transportuje w temperaturze cieklego azotu.
Zgodnie z przepisami ruchu lotniczego, przesytke taka mu-
simy wysta¢ poczta kurierska uzywajac specjalnych po-
jemnikow transportowych (Dry Shipper). Pojemniki takie
zaprojektowane sa do transportu lotniczego probek biolo-
gicznych w temperaturach kriogenicznych. Wykonane one
sq z wytrzymatego i lekkiego aluminium i wypetnione sg
hydrofobowym absorbentem, ktory wchtania ciekty azot,
zapobiegajac rozlewaniu podczas transportu.

W czasie pobytu w osrodku synchrotronowym cztonko-

Rysunek 1. Stacja badawcza ID14 (ESRF, Grenoble) do
pomiaréw dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego na
krysztatach biatkowych. Na pierwszym planie widaé ro-
bot zmieniajacy probki wraz z dewarem mieszczacym 50

probek.
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Rysunek 2. Schemat typowego eksperymentu w Krysta-
lografii biatek. System DNA kontroluje wszystkie etapy
zwiazane bezposrednio z pomiarami synchrotronowymi.

wie grupy pracuja w systemie trzyzmianowym, przez cala
dobg dozorujac przebieg eksperymentu. Montuja i centruja
nowe krysztaty w wiazce rentgenowskiej, kontroluja i ko-
ryguja w razie potrzeby parametry wiazki oraz rejestruja
a nastgpnie procesuja obrazy dyfrakeyjne.

Praktycznie we wszystkich osrodkach synchrotrono-
wych, ktore oferuja linie synchrotronowe dedykowane dla
krystalografii biatek, trwaja intensywne i mocno juz za-
awansowane prace majace na celu automatyzacjg poszcze-
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golnych krokow eksperymentu.

Mozemy tu wyrdzni¢ dwie gléwne grupy procesow, na
ktorych skupiaja si¢ obecnie inzynierowie.

1. Automatyzacja pozycjonowania i stabilnosci wiazki
promieniowania. Gléwnym zadaniem tego modutu jest
dostarczenie skupionej wiazki promieniowania rentge-
nowskiego o stabilnym nat¢zeniu i dtugos$ci fali. Auto-

Technology Platform for European Structural Genomics)
zwigzanych z dostgpem do linii synchrotronowych. Celem
tych projektow jest stworzenie jednolitego systemu i proce-
dur stuzacych do rozwiazywania struktur biatek poprzez
udostgpnienie uzytkownikowi interfejsu, z ktérego mogtby
on zaplanowac i przeprowadzi¢ swoj eksperyment zarowno
lokalnie i zdalnie ze swojego komputera osobistego.
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Rysunek 3. Moduly systemu DNA. Podwojna linig zaznaczone sa kluczowe moduty programu. Pozostate moduty niezaleznie wy-

konuja réznego rodzaju zadania zlecone przez DNA.

matyczny system $ledzenia wiazki rentgenowskiej moni-
toruje 1 koryguje pozycje oraz intensywnos¢ wiazki [1].

2. Automatyzacja rejestracji i procesowania danych dyfrak-
cyjnych. Zadaniem tej grupy jest umozliwienie zdalnego
precyzyjnego umieszczenia i wycentrowania krysztatow
w wiazce rentgenowskiej, dostep do procedur szybkiego
testowania jako$ci krysztalow, rejestracja danych dy-
frakcyjnych oraz wstgpne procesowanie otrzymanych
danych.

Jednoczesnie rozwijane jest oprogramowanie, kto-
re pozwala w inteligentny sposéb integrowac i sterowac
wszystkimi modutami linii synchrotronowej [2]. Problemy
logistyczne i wysoki stopien skomplikowania pomiaréw
synchrotronowych sktaniaja do poszukiwania nowych roz-
wiazan i sposobow jeszcze bardziej efektywnego wykorzy-
stania istniejacych zasobow. Jedna z propozycji polega na
wystaniu poczta kurierska zamrozonych w ciektym azo-
cie krysztalow biatkowych do osrodka synchrotronowego
i przeprowadzeniu pomiarow za posrednictwem tacznosci
internetowej. Zaoszczgdzi nam to wiele czasu i probleméw
logistycznych.

W najwigkszym europejskim osrodku synchrotro-
nowym The European Synchrotron Radiation Facility
(ESRF) w Grenoble, od kilku lat wdrazanych jest kilka
finansowanych przez Uni¢ Europejska projektow takich
jak e-HTPX (High Throughput Protein Crystallography)
i BioXHIT (Biocrystallography (X) on a Highly Integrated

Jednym z kluczowych elementow systemu e-HTPX
jest program komputerowy o nazwie DNA (automateD
collectioN of datA) (Rys. 3) [3]. Jest to zestaw programoéw
komputerowych zaliczany do grupy tzw. systemow eksper-
towych, wspomagajacych podejmowanie rozsadnych decy-
zji w czasie rejestracji danych dyfrakcyjnych. Dodatkowo
umozliwia on zdalny dostgp do eksperymentu poprzez
prosty interfejs. System DNA komunikuje si¢ i zarzadza
wieloma niezaleznymi modutami. Do najwazniejszych na-
leza:

* Modut kontroli linii synchrotronowej (BMC)
* Modut procesowania danych (DPM)
» Baza danych (ISPyB)

Modut BMC (Rys. 4) ma peina kontrole i wszystkie in-
formacje zwiazane z aktualnym stanem stacji pomiarowe;.
Steruje on robotem ASC (Automatic Sample Changer) [4],
ktory potrafi zidentyfikowac¢ nasz krysztat a nastgpnie wyjaé
go z dewara z cieklym azotem i zamontowaé go w wiazce.
Krysztaly montowane sa na specjalnie zaprojektowanych
magnetycznych potgtéwkach, ktore znajduja si¢ w maga-
zynkach po 10 sztuk w kazdym (Rys. 5). Dewar robota moze
pomiescic¢ 5 takich magazynkow. Kazda probka oraz kazdy
magazynek oznakowane sa specjalnym kodem. Ponadto mo-
dut BMC ma pelna kontrol¢ nad wszystkimi parametrami
dyfraktometru i detektora (Rys. 6).

Modut procesowania danych [5],[6] odpowiada za ana-
lizg¢ danych dyfrakcyjnych, testowanie jakosci krysztatow
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Rysunek 4. Obraz programu MxCube modutu BMC za-
rzadzajacego przebiegiem pomiaréow dyfrakcyjnych w
osrodku synchrotronowym ESRF w Grenoble.

Rysunek 5. Magazynek mieszczacy 10 krysztalow prze-
znaczonych do badan uzywany przez robota ASC. Mozna
zatadowac 5 takich magazynkow.
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Rysunek 6. Gtowny interfejs systemu DNA po-
zwalajacy na biezaco kontrolowaé poszczego6l-
ne etapy eksperymentu.
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oraz procesowanie danych przy pomocy zewngtrznego
programu MOSFLM [7]. Z kolei program BEST [8] wspo-
maga wybor najlepszej strategii rejestracji obrazow dyfrak-
cyjnych.

Wszystkie dane uzyskane z poszczegoélnych modutéw
sa analizowane przez system DNA a nast¢pnie zapisywa-
ne w bazie danych ISPyB (Information System for Protein
Crystallography Beamlines). Baza ta zawiera wszystkie
informacje dotyczace aktualnego eksperymentu i naszej
probki.

Wszystkie opisane powyzej elementy zard6wno sprzgtu
jak 1 oprogramowania rozwijane sa zgodnie ze standardami
opracowanymi na potrzeby programu SPINE (Structural
Proteomics in Europe) [9]. Dzigki temu istnieje tatwa moz-
liwo$¢ przenoszenia calych systemow do innych osrodkéw
synchrotronowych lub integracja poszczegdlnych elemen-

tow z istniejacymi rozwigzaniami [10]. Komunikacja po-
migdzy niezaleznymi modulami i programami zewngtrz-
nymi odbywa si¢ poprzez pliki zapisane w formacie XML.
Zaréwno wszystkie polecenia przekazywane do modutu jak
réwniez wyniki jego dziatania zapisywane i przekazywane
sa w tym formacie. Pozwala to w prosty sposob dotaczy¢ do
systemu dowolny program.

Obecny stopien zaawansowania europejskich projek-
tow majacych na celu bardziej efektywne wykorzystanie
zasobow synchrotronowych, umozliwia zdalne przepro-
wadzanie pomiaréow dyfrakcyjnych w czasie kilku minut
[11 - 13]. Nie musimy przy tym organizowa¢ wyjazdu do
osrodka synchrotronowego — wszystkie czynno$ci zwiaza-
nie z przeprowadzeniem eksperymentu mozemy wykonaé
korzystajac ze swojego, podlaczonego do sieci komputero-
wej, komputera osobistego. Wezes$niej musimy jedynie wy-
sta¢ poczta kurierska nasze krysztaty.
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W trakcie takiej sesji pomiarowej istnieje mozliwos¢
sprawdzenia jakoéci wielu krysztaldow, monitorowania
i zmieniania parametréw linii pomiarowej oraz zarejestro-
wania danych dyfrakcyjnych, zgodnie z naszymi preferen-
cjami. Efekty takiego w peini kontrolowanego pomiaru,
w postaci obrazéw dyfrakcyjnych i wynikow procesowania
danych, mozna kilka minut p6zniej zobaczy¢ na ekranie
komputera.

W listopadzie ubiegtego roku z siedziby Centrum Badan
Biokrystalograficznych (CBB) w Poznaniu przeprowadzo-
no po raz pierwszy catkowicie zdalny pomiar dyfrakcyjny
w najwigkszym europejskim osrodku synchrotronowym
ESRF w Grenoble [14] (Rys. 7). Lacznos¢ pomigdzy CBB
1 ESRF nawiazano za posrednictwem Internetu, a oprogra-
mowanie DNA umozliwito operowanie linia synchrotro-
nowa i krysztatami biatkowymi w Grenoble za posredni-
ctwem klawiatury i myszy komputera osobistego.

Ten udany eksperyment otwiera perspektywy dla
prowadzenia synchrotronowych pomiaréw krystalogra-
ficznych praktycznie z dowolnego miejsca, dajac przy
tym mozliwo$¢ peinej kontroli nad prowadzonym eks-
perymentem.
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