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1. Wstep

imo bardzo szybkiego postepu w dziedzinie badan strukturalnych w roz-

tworze, najdoktadniejsze dane o budowie makroczastek (kwasow nuklei-

nowych, biatek oraz ich komplekséw) uzyskujemy dzieki rentgenograficznym
badaniom strukturalnym ich monokrysztatow. Jeszcze niedawno rozwigzanie
struktury makroczasteczki (np. biatka) wymagato szeregu lat, obecnie w wielu
wypadkach tylko tygodni. Jest to mozliwe dzieki zastosowaniu nowoczesnej
aparatury rentgenowskiej [Imaging Plate Detector, Area Detector — detektor
w postaci ptyty odwzorowujgcej oraz detektor powierzchniowy), przeprowa-
dzaniu obliczen w oparciu 0 komputery nowej generacji oraz wprowadzeniu
zaawansowanych metod modelowania graficznego. Istotnym elementem tego
procesu pozostaje wcigz jednak pozyskanie kwasu nukleinowego, biatka czy
ich kompleksu w formie monokrysztatu. Monokrysztaty muszg spetnia¢ szereg
warunkow aby stanowi¢ odpowiedni obiekt do dalszej analizy rentgenowskiej.
Otrzymanie takich krysztatéw jest wiec czesto trudnym zadaniem limitujgcym
przebieg catego procesu rozwigzywania struktury, rys. 1 (1).

Makroczasteczki biologiczne sg wysoce ztozonymi uktadami, ktérych wia-

Sciwosci fizykochemiczne sg zalezne od wielu czynnikéw m.in. temperatury,
pH, sity jonowej, sktadu buforu, obecnosci dodatkow oraz rozpuszczalnikow.
Dlatego tez w procesie powstawania i wzrostu monokrysztatéw tych zwigzkow
nalezy uwzgledni¢ wszystkie te i inne parametry oraz skorelowa¢ je we wia-
Sciwy sposéb. Krysztaly makroczasteczek zawierajg $rednio okoto 50% wody
chociaz warto$¢ ta zalezy od rodzaju dodatkowo uzywanych rozpuszczalnikéw
i moze sie waha¢ od 25 - 90%. W porownaniu z krysztatami matych czaste-
czek krysztaty makroczasteczek sg zazwyczaj bardzo delikatne, tatwo sie kru-
szg, traca wode i wykazuja stabg dyfrakcje promieni rentgenowskich, a pod-
czas procesu napromieniowywania czesto ulegajg zniszczeniu. Dlatego znajo-
mos¢ doktadnych warunkéw krystalizacji pozwala na otrzymanie odpowiedniej
ilosci dobrych krysztatéw do badan.
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Rys. 1. Od stratu do idealnych krysztatow makroczasteczek zwigzkéw biologicznych (wg Duc-
ruix i Giege, poz. lit. 1): a) strat lizozymu HEW; b) mikrokrysztaly syntetazy asparginowego tRNA
z drozdzy: c) sferolity kompleksu syntetazy asparginowego tRNA i tRNAMP; d) krotkie igly biatka
inhibitorowego tkankowego dla metaloproteazy; e) dtugie igly — podobne do krysztatdbw — syn-
tetazy asparginowego tRNA,; f) cienkie ptytki z defektami wzrostowymi inicjatorowego tRNA z droz-
dzy: g) krysztaly w ksztalcie ptytek kolagenazy Hypoderma lineaturrv, h) krysztaty tetragonalne
z defektami wzrostu syntetazy asparginowego tRNA oraz skupiska igiet podobnych do szczotki;
i) przykiad ,,skory” zdenaturowanego biatka wokdt krysztatow lizozymu HEW; j) krysztalty melityny
z wydrgzonym koncem; k,I) zblizniaczone krysztaty kolagenazy i lizozymu HEW; m.n.o.p) idealne
trojwymiarowe krysztaty: m) polimorfizm kompleksu syntetaizy asparginowego tRNA i tRNA”®P
w tej samej kropli krystalizacyjnej; krysztaty regularne i rombowe; n) krysztaty tRNA'AP ze szcze-
linami spowodowanymi efektem starzenia sie krysztatu; o) krysztaty lizozymu HEW z symetria
osi czterokrotnej; p) krysztaty kolagenazy H. linealum.
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2. Czynniki wptywajace na wzrost krysztatow

otrzymanie dobrych monokrysztatbw makroczasteczek zalezy od wielu
czynnikow, ktore zostaty zestawione w tab. 1. Do najwazniejszych naleza:
stezenie zwigzku, stezenie czynnika strgcajgcego, pH, temperatura oraz
w przypadku kwasow nukleinowych takze cz3mniki stabilizujgce, takie jak
jony metali i poliaminy.

Tabela 1
Czynniki, ktére wptywajg oraz moga wphkywaé na proces krystalizacji makroczasteczek

Lp. Czynnik
1 stezenie makroezgsteezki
2 stezenie i natura czynnika stracajgcego
3 temperatura i jej zmiany
4 pH; bufor
5 sita jonowa
6 czystos¢ zwigzku krystalizowanego (heterogennos$¢ i mikroheterogennosé)
7 rodzaj materiatu z ktérego zostat wyizolowany zwigzek
8 jony metali i inne specyficzne jony
9 lepko$¢ roztworu macierzystego
10 objetos$¢ proby krystalicznej
11 powierzchnia naczjmiek krystatizacyjnych
12 Srodowisko utleniajgce lub redukcyjne
13 substraty, koenzymy, inhibitory
14 $rodki powierzchniowo czynne i detergenty
15 efektory i Ugandy
16 protoliza
17 zakazenie mikrobami
18 czas
19 ci$nienie
20 wibracje i dzwieki
21 pole magnetyczne i elektryczne
22 grawitacja, konwekcja i sedymentacja

Stezenie zwigzku krystalizowanego

Stezenie kwasow rybonukleinowych stosowane podczas ich krystalizacji
zawiera sie w zakresie od 5 - 20 mg/ml, tj. 0,2 - 0,8 mM. Natomiast stezenie
molowe oligonukleotydow w wiekszosci eksperymentow krystatizacyjnych jest
znacznie wyzsze, tab. 2 (1).
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Sekwencja

Forma-Z:
CGCGCG

mACGTAMNCG

("BrCGlg

Forma-B:
CGCATATATGCG

5'-CGCAAAAAAGCG
GCGTTTTTTCGC-5'

CCAAGATTGG
(G.A mismatch)

5'-ACCGGCGCCACA
TGGCCGCGGTGT-5

Fonna-A:
GGCCGGCC

GGGGCTCC
(G.T mismatch)

CTCTAGAG

Hybryd RNA-DNA:
r(GCG)d(TATACGC)

RNA
rU(UA)eA

a) buforem jest kakodylan sodu,

Tabela 2

Warunki krystalizacji dla wybranych oligonukleotydéw

Czynnik
stragcajacy

izopropanol
5%

MPD

8% vs. 50%

MPD
10% vs. 60%

MPD
10% vs. 40%

MPD

5% vs. 30%
- 45%

MPD 45%

MPD 40%

MPD 30%
wolne

odparowanie

MPD
7% vs. 50%

MPD 40%

MPD 35%

Temp.
"

18 lub 37

18

35

oligo™

2,0 mM
4,0 mM

0,5 mM

0,5 mM

0,2 mM

3,0 mM

1,0 mM

1,2 mM
3,0 mM

1,2 mM

1,5 mM

4,0 mM

Stezenie
bufor  spermina
30 mM 10mM
pH 7,0
30 mM 7,0 mM
pH 7,0
20 mM
pH 6,5

- 0,4 mM
- 0,5 mM
50 mM 1,2 mM
pH 6,0
25 mM 0,6 mM
pH 7,0
50 mM -
pH 6,5
60 mM 1,0 mM
pH 6,8
30 mM 8,0 mM
pH 6,0
40 mM -
pH 6,5

b) najczesciej MgClz, w innych przypadkach rodzaj soli jest podany.

Czynniki strgcajqce

Dorota A.

Mg2+ b)

15,0 mM
10,0 mM

200 mM
NaCl

22,0 mM
Mg(Ac)2
10,0 mM
Mg(Ac)2
0,7 M

18,0 mM
Mg(Ac)2

3,0 mM
28,0 mM

25,0 mM

15,0 mM

04 M

Adamiak

Krysztaty

P2i2,2i
09 A
P2izi2i
12 A
P2i2i2i
14 A

P2iz2iz2i
22 A
P2iz2i2i
25A
Cc2

R3
28 A

P4g2i2
2,25 A

P61

P4i2i2
215 A

P2i2i2i
19 A

P2izi2i
225 A

Czynniki te mozemy podzieli¢ na trzy grupy: sole, rozpuszczalniki organi-
czne oraz polimery, tab. 3 (2).
Najczesciej uzywang solg podczas Kkrystalizacji makroczateczek jest siar-
czan amonu. Stosujac siarczan amonu jako czynnik strgcajgcy, otrzymano
dobre krysztaty tRNAMM (3) j tRNAM®P (4) z drozdzy.
Natomiast izopropanol dat dobre Wsmiki w przypadku tKNAM (5) z drozdzy.
Do krystalizacji kwaséw nukleinowych i oligonukleotydéw szerokie zasto-
sowanie majg alkohole; szczegoélnie nielotny MPD (2-metylo-2,4-pentanodiol),
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stosowany w stezeniu = 10% (w/v) w przypadku roznych tRNA i = 30%
w przypadku oligonukleotydéw. Takze PEG 4000 - 8000 (polietylenoglikol) o
stezeniu kilkuprocentowym okazat sie skuteczny podczas krystalizacji tRNA-
Asp 2 drozdzy (6). Natomiast krysztaty heksameru Z-DNA d(CG)e zostaty otrzy-
mane z zastosowaniem PEG 600 (7). Dobrymi czynnikami strgcajagcymi moga
by¢ réwniez mieszaniny soti z MPD czy z PEG.

Tabela 3
Czynniki stracajgce stosowane do krystalizacji makroczasteczek

Sole Rozpuszczalniki organiczne Polimery
siarczan sodu lub amonu etanol glikole polietylenowe: 1000,
siarczan litu izopropanol 3350, 6000, 20000
chlorek litu 1,3-propanodiol jefamina T
cytrynian sodu lub amonu 2-metylo-2,4-pentanodiol poliaminy
fosforan sodu lub potasu (MPD)
chlorek sodu, potasu dioxan
lub amonu
octan sodu lub amonu aceton

siarczan magnezu lub wapnia butanol
sole amonowe cetylotrimetylu  acetonitryl

chlorek wapnia dimetylosulfotlenek
azotan amonu 2,4-hexanodiol
mrowczan sodu metanol

1,3-butyiyloaceton
glikol polietylenowy 4000

Roztwér buforu i pH

Przy ustalaniu, udokfadnianiu wartosci pH odpowiedniej dla optymalnego
wzrostu krysztatu, trzeba sobie uswiadomi¢, ze czesto réznica w pH < 0,5
decyduje o powstaniu amorficznego stratu, mikrokiystalicznego osadu czy tez
pozadanego duzego monokrysztatu. pH ma wptyw na forme (morfologie) kry-
sztatow i ich ewentualne tendencje do zblizniaczania, dlatego powinno sie
wyprébowa¢ mozliwie najwiekszy rozsadny zakres pH.

W przypadku RNA ze wzgledu na problem degradacji nie nale”™ stosowaé
roztworéw o podwyzszonym pH. W roztworze o zbyt niskim pH obserwuje sie
lokalne zaburzenia strukturalne. Dlatego czesto stosuje sie jako bufor roztwoér
kakodylcinu sodu o pH w zakresie 6,0 - 7,0; kt6ry jednoczes$nie zapobiega roz-
wojowi bakterii oraz utrzymuje state pH w duzym zakresie temperatur. Przy
krystalizacji oligonukleotydéw zakres pH moze by¢ troche szerszy, (4,0 - 7,0).

Temperatura

Znaczna stabilnos¢ kwaséw nukleinowych i ich komponentéw w duzym
przedziale temperatur pozwala na prowadzenie krystalizacji w zakresie od 4°
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do 357C. Dlatego w praktyce czesto nastawia sie proby krystalizacyjne réw-
nolegle w temp. 4° i 25°C.

Jony metali i poliaminy

Poniewaz kwasy nukleinowe sg polianionami, dodatek kationoéw takich jak
jony metali i poliaminy korzystnie wptywa na stabilizacje struktury zwigzkdéw
krystalizowanych. Do krystalizacji najczesciej stosuje sie kationy dwuwarto-
Sciowe, gtownie Mg2+; oraz sperming: NH2 - (CH2)3 - NH - (CH2)4 - NH -
(CH2)s - NH2. Do krystalizacji oligonukleotydow stosuje sie takze dodatek
czynnikow stabilizujgcych (np. Mg2+, spermina). Wazne jest wzajemne steze-
nie jondw Mg2+ i sperminy oraz stosunek stezenia Mg2+ i sperminy wzgledem
zwigzku krystalizowanego.

W pierwszych prébach krystalizacyjnych stosuje sie stechiometrie 0,5 -
1,0 gramojonu Mg na jedng grupe fosforanowg oraz jedna czasteczke sper-
miny na 10-12 tych grup.

Mozna takze sprobowac krystalizowac oligonukleotydy w obecno$ci jedynie
jondbw magnezu tab. 2 (1) lub kationéw sperminy (8).

3. Metody krystalizacji

Najczesciej stosowanymi metodami krystalizacyjnymi makroczasteczek sa:
metoda dyfuzji par i mikrodializa.

Metoda dyfuzji par

Po raz pierwszy zostata ona zastosowana do krystalizacji tRNA (1). Zasada
dziatania tej metody zostata pokazana na rys. 2. Kropla zawiera krystalizowany
zwigzek rozpuszczony w roztworze buforu, czynnik strgcajacy i czynniki sta-
bilizujgce: natomiast zbiornik zawiera roztwdr czynnika stragcajagcego (kiystali-
zacyjnego) o stezeniu wyzszym niz jego stezenie w kropli. Proces rownowazenia
droga dyfuzji lotnego zwigzku (wody lub rozpuszczalnika organicznego) zacho-
dzi do momentu kiedy preznos¢ par w kropli zréwna sie z preznoscia par
w zbiorniku. W priypadku czynnikdw stracajacych takich jak sole, nielotne
rozpuszczalniki organiczne (np.MPD) oraz polietylenoglikol proces réwnowaze-
nia zachodzi w W3miku dyfuzji wody z kropli do zbiornika. Natomiast gdy
czynnikiem strgcajgcym jest zwigzek lotny (preznos¢ jego par jest wieksza od
preznosci par wody) proces ten zachodzi w odwrotnym kierunku (ze zbiornika
do kropli). Zasada dziatania metody dyfuzji par jest taka sama w przypadku
metody ,,kropli wiszacej”, ,kropli siedzacej”, czy tez kropli typu ,,sandwich”.

Metoda ta jest bardzo korzystna, gdyz pozwala na przeprowadzenie wielu
préb krystalizacyjnych z malej ilosci materiatu, na optymalizacje warunkow
krystalizacji oraz na otrzymanie duzych monokrysztatow.
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kropla siedzaca kropla typu kropla wiszaca
"sandwich”

Rys. 2. Schemat metody dyfuzji par: 1) - roztwér zwigzku krystalizowanego (makroczasteczki),
2) - roztwdér czynnika stracajgcego (krystalizacyjnego). A) - pudetko krystalizacyjne stosowane w
teehniee ,,kropli siedzacej”, B) - pudetko krystatizaeyjne typu Linbro stosowane w technice ,,kropli
wiszacej”.

Metoda mikrodializy

Zasada tej metody opisanej po raz pierwsly przez Zeppenzauera (9) jest
nastepujaca: roztwdr makroczasteczki znajdujacy sie w szklanej kapilarze
(10 pl lub mniej) jest oddzielony od duzej objetosci rozpuszczalnika pétprze-
puszczalng btong, przez ktérg dyfundujg mate czasteczki (jony buforu, czyn-
nika strgcajgcego). Jest ona jednak nieprzepuszczalna dla makroczasteczki,
rys. 3. Dyfuzja poprzez btone jest wolna i kontrolowana. Duzg zaleta tej me-
tody jest to, ze skiad roztworu makroczasteczki moze by¢é optymalizowany
dla uzyskania krysztatu i jego wzrostu drogg wymiany jedynie roztworow
zewnetrznych.

Rys. 3. Schematyczne przedstawienie metody mikro-
dializy: | - szklana rurka, 2 - potprzepuszczalna btona,
3 - klej, 4 -rurka silikonowa, 5 - roztwdr zwigzku do
krystalizacji (makroczasteczki), 6 - roztwdr czynnika stra-
cajacego (Kkiystalizaeyjnego).
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4. Krystalizacja w praktyce

Pierwszinni parametrami Kkiystalizacyjnymi, ktére przystepujac do krysta-
lizacji makroczasteczki powinno sie ustali¢ w pierwszym rzedzie sa: stezenie
uzywanych czsninikdw stracajacych, optymalne pH oraz efekt temperaturowy.
Na poczatek powinny by¢ przetestowane takie cz3mniki stracajace jak: siar-
czan amonu, izopropanol, MPD oraz PEG (400 - 4000 w zaleznosci od zwigzku
krystalizowanego) jako przedstawiciele poszczegolnych grup czynnikow strg-
cajacych. Zakres pH 3,5 -9,0; gdzie ApH = 0,5 powinien by¢ uwzgledniony
dla makroczasteczek biologicznych, szczeg6lnie biatek. Jednak zakres ten mu-
si ulega¢ modyfikacji w poszczeg6lnych przypadkach, w zaleznoSci od rodzaju
makroczasteczki. Wystarczy jesli na poczatek zostang przygotowane réwno-
legle dwa zestawy pudetek z prébami krystatizacyjnymi w temp. 4° i 25°C,
lys. 4. Jesdli juz w pierwszej serii prob kiystatizacyjnych powstang krysztaty.

- soli (a)
- rozpuszczalnika organicznego (b)
Stezenie (%): -PEG(c)

ZmWosoX

Rys. 4. Metoda dyfuzji par w praktyce. Ustalanie wstepnych warunkoéw krystalizacji technika
»kropli wiszacej”, tj. wptywu stezenia czynnika strgcajgcego (krystalizacyjnego) i pH (najwazniej-
szych parametrow) na postep procesu Kiystalizacji czy tez wytrgcania. Stosowane stezenia:
(@) w zakresie 15 -h 80% (roztworu nasyconego), (b) 5 60% i (c) 3 h- 24% (roztworu nasyconego).
Taki sam zestaw pudetek krystalizaeyjnych typu Linbro powinien by¢ przygotowany w temp. 4°
i 22®C w celu uchwycenia efektu temperaturowego.
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to po uscisleniu warunkoéw krystalizacji sg szanse na otrzymanie lepszych
krysztatow. Jezeli natomiast w pierwszym etapie nie powstang krysztaty, mu-
simy sie zastanowi¢ nad dodatkiem innych efektorow do nastepnej serii préb
krystalizacyjnych. Zmiana metody krystalizacji np. z techniki ,,kropli wiszacej”
na technike ,kropli siedzacej” moze da¢ bardzo dobre rezultaty, mimo ze
wstepne warunki Kiystalizacyjne byly takie same.

Tabela 4

Struktury oligonukleotydéw rozwigzanych do konca 1991 roku

Nr Forma v Sekwencja g%é%z'gl;
1 A 2 CSJcCGG 2,0
2 A 1 ACCGGCCGGT 2,0
3 A 2 GGGATCCC 2,5
4 A 1 GTACGTAC 2,25
5 A 1 GCCCGGGC 1,8
6 B 2 CGCGAATTCGCG 1,9
7 B 2 CGCATATATGCG 2,2
8 B 2 CGCGAATTCGCG 2,7
9 B 2 CGCGAATTMMCGCG 3,0
10 B 2 CGCGAATTMN'CGCG 2,3
11 B 1 CCAAGATTGG 1,3
12 B 2 cgcgaN*attcgcg 2,0
13 B 1 CCAGGCCTGG 1,6
14 B 2 CGTGAATTCACG 2,7
15 Z 2 CGCGCG 1,0
17 z 2 C5BrQQC5BrQQC5BrQQ 1,4
18 4 2 CGCGMNUG 1,5
19 4 2 CGCG 15
20 z 2 CGCGCG 0,9
21 z 2 cC2NH2agg™ 1,3
22 VA 2 CG 0,85
23 Z 2 CgcOSMcgcg 19
24 U 1 CGCGCGTTTTCGCGCG 2,1
25 U 1 ATAT 1,04
26 u 1 CG 0,91
27 u 2 CG 0,86
28 u 1 TT 1,14
a) Z — ilos¢ czasteczek w niezaleznej czesci komorki elementarnej,

R (%)

16,5
18,0
16,6
18,4
17,1
17,8
18,7
151
17,3
21,6
18,5
16,9
16,0
17,0
13,5
13,3
12,5
17,2
21,0
14,0
21,7
13,6
19,0
20,0
15,3
6,0
4,1
131

b) R — wskaznik rozbieznosci struktury okreslajagcy zgodno$¢ miedzy strukturg rzeczywistg

a strukturag przypuszczalna.

Tabela 4 (10) zawiera sekwencje 28 dezoksynukleotydow, dla ktorych otrzy-
mano dobre krysztaty, nadajgce sie do dalszych badan strukturalnych, tj.

biotechnologia
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rozwigzania struktury metodg rentgenograficzng, dane do konea 1991 r.
W tym czasie rozwigzano tylko jedng strukture hybrydu RNA-DNA o sekwen-
cji: r(GCG)d(TATACGC) (11) oraz dwie struktury rybonukleotydow, [rU(UA)6A]2
(12) i [GGACUUCGGUCCI12 (13), poniewaz tego typu zwigzki sg trudne w syn-
tezie oraz bardzo trudno krystalizujg w postaci krysztatéw nadajacych sie do
dalszych badan rentgenograficznych.
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Crystallization of nucleic acids

Summary

Crystallization is the most important and challenging step in the determination of the struc-
ture of biomolecules and macromolecules by diffraction methods.

Macromolecules are extremely complex physical-chemical system whose properties vary as a
function of many environmental influences such as temperature, pH, ionic strength and solvent
composition. Therefore, a number of factors influencing macromolecule crystal growth ought to
be considered. Despite of considerable interest in the approaches allowing for continuous moni-
toring and setting of crystal growth conditions, in practice, numerous trials ought to be performed
in order to obtain appropriate crystals characterized by their optimal geometrical parameters,
crystallographic symmetry, unit cell and, most importantly, their high resolution.

The vapour diffusion and the microdialysis methods are discussed as the most widely used
crystallization methods of macromolecules.
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