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0 najwazniejszych metod badania struktur makroczasteczek biologicz-
Dnych naleza: 1) analiza rentgenowska ich monokrysztatéw i 2) badania
w roztworach za pomoca heterojadrowych, wielokierunkowych technik mag
netycznego rezonansu jagdrowego (NMR).
Obecnie powiagzanie metod heterojgdrowego, wielokierunkowego NMR oraz

technik znakowania izotopowego i N) biatek za pomocg metod inzynierii
genetycznej umozliwia okreSlenie struktury w roztworze dla biatek, ktorych
ciezary czasteczkowe (dla monomeru) siegajg 25kD (1). Izotopy i N sg

nieradioaktywnymi, wystepujacymi w sladowych iloSciach pierwiastkami, kto-
rych jadra cechujg whasciwosci magnetyczne umozliwiajgce ich tatwa detekcje
stosujagc metody NMR.

W przypadku badan strukturalnych RNA, dla ktorych pozyskiwanie mo-
nokrysztatéw jest bardzo trudne, alternatywne zastosowanie metod NMR na-
potyka wiele przeszkéd. Cze$é z nich 2:wigzana jest z charakterystycznymi
wiasciwos$ciami strukturalnymi RNA (2) sprawiajagcymi, ze sygnaty protonow
H3', H4' i H5'/H5" rybozy sttoczone sg w przedziale Ippm. Dla petnej inter-
pretacji widm i rozwigzania struktur RNA rzedu 20 jednostek nukleotydowych
stato sie konieczne wprowadzenie wielokierunkowych technik "H, i MN
NMR opartych na petnym lub selektywnym i “N-znakowaniu czasteczek
(3,4). Selektywne i “MN-znakowanie wybranych atoméw wegla i azotu
w czasteczce RNA moze by¢ oparte jedynie na metodach chemicznych, ktére
nie sg przedmiotem tego artykutu. Przygotowanie w petni i “N-znako-
wanych [uniformly labelled} preparatéw, a zatem takich w ktérych wszystkie
atomy wegla i azotu sg zastgpione izotopami i MN wymaga zastosowania
drogich i pracochtonnych procedur biosyntetycznych (5-7).

Procedura otrzym3rwania w petni i N-znakowanych RNA skiada sie
z kitku podstawowych etapow przedstawionych schematycznie na rys. 1. Naj-
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E. coli lub M. methylotrophus
na pozywce izotopowej

i/lub
1. Hodowla
2. Liza komoérek
DNA + RNA rybosomy
3. Hydroliza enzymatyczna 3. lzolacja
NMP + dNMP rRNA
Rys. 1. Etapy procedury otrzymywania i/lub ~N-znakowanego RNA z uwzglednieniem

alternatywnych metod pozyskiwania NMP z komérek bakteryjnych.
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pierw z bakterii hodowanych na pozywkach zawierajgcych, jako zrédia wegla
I azotu wytgcznie izotopy i/tub izotuje sie RNA, ktory zostaje naste-
pnie hydrotizowany do nukieozydo-5-monofosforanow (NMP). W procesie
enzymatycznej fosforytacji NMP otrzymuje sie nukleozydo-5'-trifosforany
(NTP). Wykorzystywane sg one w reakcji transkrypcji in vitro przy udziate T7
RNA polimerazy i matryc DNA.

Najprostszg metoda otrzymywania biomasy bakteryjnej, zawierajacej RNA
w petni wyznakowane izotopami i/lub "N, jest hodowta E. coli na pozywce
minimatnej zawierajacej ~C-glukoze i/tub sole i“N-amonowe (5). Bakterie
z tego gatunku hoduje sie na pozywce ptynnej, w warunkach tlenowych,
w temperaturze 37°C, po czym oddziela sie je wirowaniem od pozywki, tab. 1
(5). Dla unikniecia wysokich kosztow zakupu i*C-glukozy mozna na tym
etapie wykorzystywacé bakterie hodowane na -metanolu. Zwigzek ten jest
najtanszym (w przeliczeniu na mol atoméw wegla) zrodiem izotopu do
znakowania nukleotydéw. Zastosowano w tym celu bakterie z gatunku Met-
hylophilus methylotrophus, ktore sa bezwzglednymi metylotrofami, wykorzy-
stujacymi do przyswajania metanolu szlak heksulozomonofosforanowy (HMP).
Zdecydowano sie na wybor metylotrofa wykorzystujagcego tor HMP, a nie al-
ternatywny, serynowy szlak asymilacji wegla poniewaz w tym drugim przy-
padku na dwa mole CH30OH przyswajany jest jeden mol CO2 z atmosfery.
Zjawisko to jest niepozgdane poniewaz prowadzitoby do rozcienczenia izotopu
13C W bakteryjnym RNA.

Tabela 1
Sk#ad pozywki e. coli hodowanej na pod¥ozu zawierajagcym izotopy oraz ™n (5
Sktadnik Zawartos¢ w litrze

KH2PO4 136 ¢
(1%6H4)2504 03¢

MgS04 X 7H20 0,25 ¢
CaCl2 x 2H20 15 mg
Na2EDTA 30 mg
FeCla X 6H20 25 mg
CUSO4 X 5H20 240 gg
MnS04 X 5H20 180 gg
ZnS04 X 7H20 27 g9

COCI2 270 gg

98% "~C-glukoza 0,1% (wag./obj.)

Stosujac M. methylotrophus, w przeliczeniu na ilos¢ wykorzystanego izo-
topu, uzyskuje sie 0 58% mniej NMP niz w przypadku E. coli, ale koszt
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zakupu ~C-metanolu jest siedmiokrotnie nizszy niz dla odpowiedniej ilosci
MC-glukozy. Natomiast, wydajno$¢ wbudowywania przez M. methylotrop-
hiLs do zasad azotowych jest znacznie nizsza i wynosi 0,058% AMP i 0,085%
GMP, podczas gdy z E. coli otrzymuje sie 0,87% AMP i 1,07% GMP, a z B.
subtilis 1,68% inozyny i 5,14% guanoz)my w stosunku do ilosci wykorzysta-
nego izotopu (8). M. methylotrophus szybko ro$nie na pozywkach zawie-
rajacych minimalny zestaw soli mineralnych i metanol (czas podwojenia liczby
komérek wynosi ok. 2 godz.). Hodowle prowadzi sie na pozywce ptynnej,
w warunkach tlenowych, w temp. 37°C, tab. 2 (5). Aby zapewni¢, jak najpet-
niejsze wykorzystanie "C-metanolu komoérki oddziela sie od pozywki na po-
czatku stacjonarnej fazy wzrostu hodowli.

Tabela 2
Sk#ad pozywki bakterii m. methylotrophus hodowanej na podtozu zawierajagcym "c-metanol (s)

Sktadnik Zawarto$¢ w litrze

KH2PO4 0,95 g

NaH2P04 0,78 g

(NH4)2S04 18 g

MgS04 X 7H20 0,2 g

FeS04 X 7TH20 50 mg

MnS04 X 5H20 50 gg

CUSO4 X 5H20 10 mg

Zns04 X 7H20 50 gg

CaCl2 X 2H20 1,3 mg

C0oCI2 10 gg

H3BO3 7 99

NaMo04 10 gg

99% ~C-metanol Iml

I1zolujac w peini [ -znakowane RNA z komérek E. coli jak i M.

methylotrophus mozna wykorzysta¢ procedure przedstawiong schematycznie
w tab. 3 (5). W pierwszym etapie tej metody z rozbitych detergentem komérek
bakteryjnych izoluje sie catg pule kwaséw nukleinowych i trawi nukleazg PI.
Nastepnie oddziela sie 5’-rybonukleotydy od niepozgdanych 5'-deoksyrybonu-
kleotydow, stosujgc chromatografie na kolumnach zmodyfikowanych resztami
kwasu borowego wigzacego reszty cis-diolowe lybonukleotyddw.
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Tabela 3
GHoéwne etapy izolacji nmp z komérek bakteryjnych (5)

Etapy izolacji
liza komérek 0,5% SDS w buforze STE (0,1 M NaCl, 10 mM Tris-Cl (pH 8,0), ImM EDTA
(pH 8,0)), w 37°C
ekstrakcja biatek mieszanina; fenol, chloroform, alkohol izoamylowy w stosunku 25:24:1
wytracenie kwasow nukleinowych przez inkubacje z jedng objetoscia izopropanolu
z octanem sodu (w stosunku 11:1) przez noc, w temp. -20°C
trawienie kwaséw nukleinowych (DNA+RNA) nukleazg PIl. Catkowita hydrolize do NMP
i dNMP potwierdzono HPLC
separacja rybonukleotydow przy uzyciu chromatografii powinowactwa do reszt kwasu
borowego

Dla pozyskania znakowanego RNA z komorek E. coli mozna wykorzystac¢
tez inng metode. Opiera sie ona na izolacji tylko lybosomalnego RNA i jego
enzymatycznej hydrolizie. O wyborze rRNA, jako zrodta NMP zdecydowato to,
ze zawiera on najmniej zmodyfikowanych nukleotydéw sposrdd komadrkowych
RNA, stanowigc jednocze$nie 80% kwasu rybonukleinowego w komérkach E. co-
li. Najwazniejsze etapy tej proceduiy izolacyjnej sg przedstawione w tab. 4 (6).

Tabela 4
G#o6wne etapy izolacji nmp z komérek bakteryjnych (6)

Etapy izolacji
rozbicie komérek prasa
hydroliza kwasu deoksyiybonukleinowego DNazg !

izolacja wirowaniem frakeji rybosomalnej
ekstrakcja biatek mieszaning: fenol, ehloroform, alkohol izoamylowy w stosunku 25:24:1

wytracenie rRNA potrdjng objetoscig etanolu, przez noc, w temp. -20°C
hydroliza rRNA do NMP przy uzyciu nukleazy Pl

Jezeli w RNA, ktore zamierzamy otrzymac tylko niektére typy nukleotyddw
maja by¢ wyznakowane konieczne jest rozdzielenie otrzymanych UMP, AMP,
GMP i CMP. Reakcja enzymatycznej fosforylacji kazdego NMP jest wtedy pro-
wadzona osobno; gdy syntezowany RNA ma by¢ ztozony z wszystkich czterech
13c- i 15]\j_2nakowanych nukleotydéw reakcje fosforylacji prowadzi sie w jed-
nej mieszaninie reakcyjnej.

Ostatnio zaproponowano (8) alternatywng droge uzyskiwania ~*N-znako-
wanych nukleozydéw puiynowych, ktére moga by¢ po fosforylacji wykorzy-
stiTwane w syntezie RNA. W tym celu wykorzystuje sie szczep B. subtilis
wydzielajacy do pozywki duze iloSci guanozyny i inozyny. Inozyna moze by¢
nastepnie przeksztatcona chemicznie do adenozyny. Zrodiem "N w pozywce
jest i®N-mocznik i (“NH4)2S04.
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Enzymatyczne przeksztatcenie NMP do NTP w procedurze i "MN-zna-
kowania RNA zostato opisane przez Williamsona i wsp. (5). W sklad miesza-
niny reakcyjnej wchodzg m. in. AMP, UMP, CMP, GMP i 3-fosfoglicerynian
(3-PG). Reakcje inicjuje sie dodaniem fosfogticeromutazy, kinazy adenylanowej
(AK), enolazy, i kinazy pirogronianowej (PK). Na tym etapie dochodzi do cal-
kowitego przeksztatcenia AMP w ATP i czeSciowego CMP w CTP. Przebieg
reakcji monitoruje sie, np. przy uzyciu HPLC. Po zamianie > 90% puli AMP
w ATP do reakcji dodaje sie kinaze guanytanowsa (GK) i kinaze nukteozydomo-
nofosforanéw (NMPK). Powstaty uprzednio ATP zostaje teraz uzyty w reakcji
fosforylacji pozostatych NMP do NTP.

W trakcie reakcji 3-PG przy udziale fosfogticeromutazy i enolazy zostaje
przeksztatcony do fosfoenolopirogronianu (PEP), alternatywnie do mieszaniny
reakcyjnej mozna bezposrednio doda¢ PEP, ale jest on drogi w poréwnaniu
z odczynnikami potrzebnymi do jego syntezy in situ. AK, GK i NMPK prze-
ksztatcajg NMP do nukleozydo-5'-difosforanéw (NDP), przenoszac na nie reszte
ortofosforanu z ATP. Nastepnie NDP ulegajg fosforylacji do NTP przy wyko-
rzystaniu PK, ktéra katalizuje reakcje przeniesienia ortofosforanu z PEP na
NDP z wytworzeniem odpowiednich NTP i pirogronianu. Przed uzyciem otrzy-
manych NTP w reakcji transkrypcji in vitro nalezy usunac z ich roztworu sole
i zanieczyszczenia 0 wysokiej masie czasteczkowej. Mozna w tym celu stoso-
waé chromatografie powinowactwa cis-diolowego.

Synteze RNA prowadzi sie przy uzyciu T7 RNA polimerazy z wykorzysta-
niem syntetycznych (9) lub plazmidowych matryc DNA w warunkach opisa-
nych w tab. 5 (5). Po zakorczeniu reakcji konieczne jest odseparowanie za
pomocg metody preparat}rwnej elektroforezy wiasciwego transkryptu od, cze-
sto wystepujacych w przewadze, produktow ubocznych. Po oddzieleniu wia-
Sciwego RNA pozostate czagsteczki kwasu lybonukieinowego hydrolizuje sie
enzymatycznie odzyskujac w ten sposdb, w postaci i “N-znakowanych
NMP, 45-50% nukleotydéw uzytych w reakcji transkrypcji.

Tabela 5

Synteza rna in vitro, skkad mieszaniny transkrypcyjnej (5)

Sktadnik Stezenie
Tris HCI (pH 8,1) 40 mM
spermidyna 1 mM
DTT 5 mM
MgCI2 9,6 mM
Triton X-100 0,01%
glikol polietylenowy (8000) 80 mg/ml

NTP

DNA -ni¢ ,,gérna” i ,,dolna”

T7 RNA polimeraza

6,0 mM (~1,5 mM kazdy )
200 nM kazda

wg optimum
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Dotychczas i -znakowane RNA zostaty wykorzystane do analizy
strukturalnej stosujge metody heterojagdrowego, wielokierunkowego NMR ta-
kieh czasteezek jak: element TAR RNA wirusa HIV-1 (5,7), wzajemnie kom-
plementarny dupleks GGCGCUUGCGUC (6), C-znakowany lybozym (10).
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Preparation of and "N-iabeiled RNA for the structurai study using
nnuiti-dimensional, heteronuciear magnetic resonance techniques

Su mmary

Techniques for the preparation of *C- and *°N-labelled RNA have been recently introduced,
making the application of multidimensional, heteronucleeir NMR techniques for the study of RNA
structure in solution possible. The article briefly presents ways of RNA isolation from isotopically
labelled bacteria and its subsequent degradation to and "N-labelled nucleoside 5’-mono-

phos™hates then enzymatically converted to NTPs.
and *”N-labelling of RNA is achieved by in vitro transcription with T7 RNA polymerase

using isotopically labelled nucleoside 5'-triphosphates as substrates and DNA template.
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