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Uvod

Velka cast’ bakterialnych malatdehydrogenaz (MHD)
je Specifickd na koenzym NADH. Vynimku tvori MDH
Corynebacterium glutamicum' a niektori zastupcovia
z rodu Bacillus*. MDH zo Streptomyces aureofaciens vy-
kazuje vysokil Specifitu  pre koenzym NAD(H)
a s koenzymom NADP(H) je takmer neaktivna®. Pre lepsie
porozumenie koenzymovej Specifity v NAD-zavislej MDH
z Thermus flavus AT-62 (tMDH) bola vyrieSena jej krysta-
lova Struktira v komplexe s NADP(H) s rozliSenim
1,65 A. Tato $truktira je takmer rovnaka ako v komplexe
s NADH. NADP(H) sa viaze na tMDH v opacnej orienta-
cii, kde adenin obsadzuje poziciu vedla katalytického
miesta a nikotinamid sa viaze do adenin-viazuceho miesta
komplexu tMDH-NADH. Toto bol prvy dokaz alternativne
viazuceho nikotinamidového koenzymu s tzv. pseudo-
symetriou v jeho §truktare”,

Stadium malatdehydrogenaz z ride Archaea poukéza-
lo na variabilitu ich koenzymovej $pecifity. Specifitou
vo¢i obom koenzymom — NAD(H) aj NADP(H) sa vyzna-
¢uje MDH z hypertermofilnej metanogénnej archaebakté-
rie Methanothermus fervidus®. Vy$sia afinita ku koenzymu
NADP(H) bola preukazana tiez stanovenim aktivity MDH
pochéadzajucej z Methanococcus jannaschii. Tato prefe-
rencia je vysvetlovand pritomnostou glycinu (Gly33)
v kofaktor-viazicom mieste, kde sa vdcSinou u inych
NAD-zavislych malatdehydrogenaz nachadza konzervova-
ny aspartat alebo glutamat®.

Eukaryotick¢é malatdehydrogenazy st NAD(H)-
z4vislé s vynimkou chloroplastovej svetlom aktivovanej
NADP(H)-zévislej MDH’. Muslin a spol. zamenili dve
aminokyseliny v NAD(H)-zavislej MDH z E. coli za cys-
teiny, ¢im vytvorili redox-senzitivny enzym. Oxidaciou
cysteinov v uzamknutej doméne mutantného enzymu tak
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lahko napodobnili inaktivaciu tmou redox-senzitivnej
chloroplastovej dehydrogenazy®.

Predpokladame, ze vyrieSenie 3D krystalovej Strukti-
ry MDH zo Streptomyces coelicolor A3(2) umozni defino-
vat’ koenzymovu Specifitu tejto grampozitivnej baktérie.
Z tohto doévodu sme pristupili k priprave nadprodukéného
kmenia MDH a k stanoveniu podmienok krystalizacie tohto
proteinu.

Material a metody

Bakterialne kmene, plazmidy a kultiva¢né
podmienky

Spory kmena Streptomyces coelicolor A3 (2) sme
ziskali darom od prof. D. A. Hopwooda. Spory boli kulti-
vované podla Hopwooda a spol.” a pouzité na purifikaciu
MDH. Na klonovanie génu mdh boli pouzité bakteridlne
kmene E. coli MM294 (F', endAlJ, hsd17 (tk~, mk)
supE44, thi™'), ktoré boli kultivované podla Ausubel
a spol.'’. Na klonovanie a expresiu bol pouzity plazmid
pET-15b (Novagen, USA) s T7lac promdtorom a N-
termindlnou His.Tag sekvenciou s néslednym Stiepnym
miestom pre trombin. Pre nadexpresiu MDH bol pouzity
kmen E. coli BL21 (DE3) (F, omp T, hsdsg, (r's), gal,
dem (DE3)) (Novagen, USA). Bunky E. coli obsahujtice
plazmid pET-15b rastli na LB médiu s 100 pug ml™" ampi-
cilinom.

Amplifikacia, klonovanie a expresia

Gén mdh zo S. coelicolor bol amplifikovany reakciou
PCR pouzitim gendomovej DNA S. coelicolor A3(2) ako
templatu, izolovanej podl'a protokolu Hopwood a spol.” Na
reakciu boli navrhnuté oligonukleotidové primery 5°-
ggaattccatatgactcgcactcecgtgaa-3”° a  5'-cgcggatcctcagat-
gaggccgagaccgeg-3'. Primery boli navrhnuté tak, aby ob-
sahovali restrikéné miesta Ndel a BamHI (podc¢iarknuté)
umoziujlce priame klonovanie PCR produktu do prislus-
ného miesta nachadzajlicom sa na plazmide pET-15b
(Novagen). Rekombinantnym plazmidom pET-15b-mdh
boli transformované bunky E. coli BL21(DE3). Tento
kmen, pouzity na nadprodukciu MDH bol oznaceny E. coli
IB831. Kultira buniek narastend do ODgyy 0,5-0,7 bola
indukovana IPTG (izopropyl-B-tiogalaktozid) do vyslednej
koncentracie 1mM. Indukcia trvala 3 hodiny pri teplote
37 °C. Bunky boli usadené centrifugéciou a pelety usklad-
nené pri teplote —20 °C.

Purifik4cia rekombinantnej malatdehydrogenazy
a odstiepenie His.Tag sekvencie

Pelety buniek E. coli IB831 boli rozsuspendované
v roztoku obsahujiicom 100 mM Tris-HCI pH 8,0 a 2 mM
EDTA a sonikované pouzitim Soniprep 150 (MSE, Craw-
ley, UK). Cytoplazmatickli frakciu s nadprodukovanou
MDH sme ziskali po ultracentrifugacii pri 39 000 g pouZi-
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tim ultracentrifigy Beckman L8-50M/E (Beckman PA,
CA, USA). Supernatanty boli aplikované na Specifické
chelatacné kolony His.Bind Resin (Novagen, USA). Po
vyplaveni nespecifickych proteinov a zvySovanim koncen-
tracie imidazolu v rozmedzi od 100 do 400 mM boli po-
stupne eluované rekombinantné bielkoviny. Vsetky frakcie
boli analyzované na 12% SDS-PAGE géloch a farbené
Coomassie Brilliant Blue R-250 (cit.'") alebo striebrom'?.
His.Tag sekvencia rekombinantnej MDH bola odStiepena
biotinylovanym trombinom (Novagen) pri teplote 20 °C
(1 ml reakénej zmesi obsahoval 800 pg rekombinantného
proteinu a 1U biotinylovaného trombinu v tlmivom rozto-
ku). Biotinylovany trombin bol odstréneny streptavidin
agarézou a MDH bez His.Tag sekvencie bola izolovana
opat’ pouzitim kolony His.Bind Resin (Novagen). Takto
sme pripravili vzorku MDH s koncentraciou 8 mg ml™',
ktorti sme predialyzovali do krystalizacného roztoku zlo-
zeného z 10 mM Tris-HCl pH 7,5 a 1 mM DTT.

Purifikacia MDH z kmena S. coelicolor A3(2)

Vsetky manipulacie boli vykonavané pri teplote 4 °C.
Celkovo 70 g buniek S. coelicolor A3 (2) bolo rozsuspen-
zovanych v 100 ml tlmivého roztoku A obsahujicom:
20 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 50 mM 2-
merkaptoetanol, 0,05 mM PMSF, disruptovanych pouzitim
Soniprep 150 (MSE, Crawley, UK). Zvysky buniek z ho-
mogenatu boli odstranené cetrifugaciou 10 min pri 2000 g
a supernatant bol centrifugovany 15 min pri 10 000 g.
Nukleové kyseliny boli precipitované z hrubého extraktu
pomalym priddvanim cerstvo pripravenym 20% (W/v)
streptomycin sulfatom do celkovej koncentracie 0,75 %
(w/v). Po 1 hodinovom zrazani bola zrazenina odstranena
20 min centrifugaciou pri 10 000 g. Vsetky nasledujtice
centrifugécie boli prevedené rovnako. Pevny siran aménny
bol pridany k supernatantu do 30% nasytenia. Po
30 minatovom zraZani sa zrazenina odstranila centrifuga-
ciou a d’al$i siran aménny bol pridany do 80% (w/v) nasy-
tenia. Po 30 minGtovom zraZzani boli proteiny usadené
centrifugiciou. Pellet, ktory obsahoval MDH, bol rozsus-
pendovany v tlmivom roztoku B obsahujicom: 20 mM
fosfatovy tlmivy roztok pH 7,0; 1 mM EDTA; 50 mM
2-merkaptoetanol a dialyzovany cez noc oproti 2 1 tohto
roztoku. Vzorka po dialyze bola nanesend na kolonu DE-
AE celulozy DE-52 (Whatman, 2x20 cm) ekvilibrovant
tlmivym roztokom B. Proteiny boli eluované 150 ml gra-
dientom 20-500 mM fosfatovym tlmivym roztokom B.
Aktivne frakcie boli zbierané a dialyzované cez noc oproti
1 1 tlmivého roztoku C obsahujicom 10 mM fosfatovy
tlmivy roztok pH 6,8 a 25% siran amoénny. Frakcie
s aktivitou pre MDH boli nanesené na kolonu Phenyl Sep-
harose CL 4B (Pharmacia, 0,7x17 cm) ekvilibrovanu tlmi-
vym roztokom C. Proteiny boli eluované 50 ml linearnym
gradientom s obsahom 0-50 % etylénglykolu v tlmivom
roztoku C. Aktivne frakcie boli dialyzované cez noc oproti
250 ml tlmivého roztoku D (20 mM fosfat sodny pH 7,2).
Dialyzovany extrakt bol naneseny na koléonu Matrex Red
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A (Sigma, 0,7x15 cm) ekvilibrovanu tlmivym roztokom
D. Vsetky frakcie boli analyzované 12% SDS-PAGE elek-
troforézou a farbené Coomassie Brilliant Blue R-250
(cit.'") alebo striebrom'2. Spojené aktivne frakcie boli za-
koncentrované do krystalizacného tlmivého roztoku
(10 mM Tris-HCI pH 7,5 a 1 mM DTT) na koncentraciu
8 mg ml™".

Stanovenie aktivity malatdehydrogenazy

Jednotka aktivity malatdehydrogenazy zodpoveda
oxidacii 1 umol NAD(P)H za minatu meranim v 1ml ky-
vete obsahujucej reakéntt zmes: 100 mM Tris-HCI tlmivy
roztok pH 8,0, 765 uM kyselina oxaloctova, 230 uM
NADH alebo 200 pnM NADPH a prislusné mnoZstvo
MDH. Oxidacia NAD(P)H bola sledovana pri 30 °C na
spektrofotometri HITACHI U-2001.

Krystalizacia

Krystaly oboch malatdehydrogenaz boli ziskané krys-
talizaciou vo visiacej kvapke pri 19 °C. Na krystalizaciu
boli pouZité dva komercne dostupné skriningové sety
(Hampton Research Screen 1, Hampton Research screen 2)
a laboratorne pripravené kryStalizacné zmesy.

Vysledky a zavery

Z rekombinantného kmena E. coli IB831 bola izolo-
vana MDH S. coelicolor A3(2). 1zolovana rekombinantna
MDH so sekvenciou His.Tag bola pouzitd na predbezny
krystalizacny skrining v dvoch komer¢ne dostupnych se-
toch. Vo visiacej kvapke nenarastli Ziadne kryStaly na
rozdiel od nativneho proteinu, ¢oho pric¢inou mohla byt
His.Tag sekvencia na proteine. Preto sme sa rozhodli tto
sekvenciu z MDH odstranit’ biotinylovanym trombinom
(obr. 1) a zopakovat' krystalizaény skrining. Uginnost
purifikacie je znazornena v tab. 1.

Ihlickovité kryStaly naréstli vo visiacej kvapke bez
koenzymu v roztoku obsahujucom 0,1 M Na-citratovy
tlmivy roztok pH 5,6; 0,2 M octan aménny; 80 uM kyseli-
nu oxaloctovu a 27% (w/v) PEG 4000 (obr. 2A), Stvorcové
krystaly narastli vo visiacej kvapke v roztoku obsahuji-
com 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH 5,4; 0,2 M octan
amonny, 26% (w/v) PEG 4000 s koenzymom NADH
(obr. 2B) a v roztoku obsahujucom 0,1 M Na-citratovy
tlmivy roztok pH 6,0; 0,2 M octan amonny, 27% (w/v)
PEG 4000 s koenzymom NADH (obr 2C). Roznorodé
krystaly vznikli v troch roztokoch: /) v 0,1 M Na-
citratovom tlmivom roztoku pH 6,0; 0,2 M octane amdn-
nom; 26% (w/v) PEG 4000 s koenzymom NADPH,
2) 0,1 M Na-citratovom tlmivom roztoku pH 6,0; 0,2 M
octane amonnom; 27% (w/v) PEG 4000 s koenzymom
NADH a 3) 0,1 M Na-citratovom tlmivom roztoku
pH 6,0; 0,2 M octane aménnom; 23% (w/v) PEG 4000 bez
koenzymu (obr. 2D-F).
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Tabulka I
Purifikéacia rekombinantnej MDH S.coelicolor A3(2) bez His.tag sekvencie
Frakcia Objem Proteiny Celkova Specificka Vytazok Purifikacny faktor
[ml] celkovo aktivita aktivita [%]
[mg] [U] [Umg™]
Bunkovy extrakt 11.5 27.6 4335 157 100 1
MDH bez His.Tag 14 2.5 2465 986 57 6.3
sekvencie
kDa
i 67
— . 48,5
e -_ »
——. 00
-
1 2 3

Obr. 1. Purifikdcia rekombinantnej MDH S.coelicolor A3(2)
bez His.tag sekvencie. SDS-PAGE (12 % w/v). Draha ¢. 1: re-
kombinantnd MDH po izolécii na koléne His.Bind Resin, draha
¢. 2: rekombinantna MDH po odstraneni His.Tag sekvencie, dra-
ha ¢. 3: proteinové Standardy: hovéddzi sérum albumin (M,
67 000), fumaraza (M, 48 500), anhydraza kyseliny uhlicitej (M;
29 000), B-laktoglobulin (M, 18 400)

Thlickovité krystaly starli (obr. 2A, A,), boli nestabil-
né a dochadzalo k ich rozpustaniu a postupnej degradacii
(obr. 2F,). Preto sme sa rozhodli izolovat’ a krystalizovat’
MDH z nativneho kmefa S. coelicolor A3(2). Uginnost
purifikacie je znazornena v tab. II. V porovnani s izolaciou
MDH z nadprodukénych kmenov je izolacia z povodného
kmena pouzitim streptomycinsulfatového zrazania menej
efektivna, ale ionomeni¢ova chromatografia na DEAE
celuléze DE-52 a hydrofobne interakcie na koléne Phenyl
Sephardzy CL4B zvySuju purifikacny faktor. Homogénna
MDH bola ziskana po afinitnej chromatografii na Red 120
agardze (obr. 3) a pouzitd na krystaliza¢ny skrining.

Stanovili sme optiméalne podmienky pre krystalizaciu
nativnej MDH zo S. coelicolor A3(2). Thlickovité krystaly
narastli vo visiacej kvapke obsahujucej 0,1 M Na-
citratovy tlmivy roztok pH 4.8; 0,2 M octan amoénny; 27%
(w/v) PEG 4000 a s/bez 100 uM kyseliny oxaloctovej
(obr. 4). Ako vidiet z obr. 5, zvySovanie pH tlmivého
roztoku spdsobuje zmenu tvaru kryStalov (0,1 M Na-
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Obr. 2. Krystily rekombinantnej MDH bez His.Tag sekvencie
narastené vo visiacej kvapke; A 0,1 M Na-citratovy tlmivy
roztok pH 5,6; 0,2 M octan amoénny; 80 uM kyselina oxaloctova;
27% (w/v) PEG 4000; A; dvojdiiové krystaly; A, osemdniové
krystaly; B 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH 5,4; 0,2 M octan
amoénny; 26% (w/v) PEG 4000 s koenzymom NADH; C 0,1 M
Na-citratovy tlmivy roztok pH 6,0; 0,2 M octan aménny; 27% (w/
v) PEG 4000 s koenzymom NADH; D 0,1 M Na-citratovy tlmivy
roztok pH 6,0; 0,2 M octan aménny; 26% (w/v) PEG 4000 s
koenzymom NADPH; E 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH
5,4; 0,2 M octan amoénny; 27% (w/v) PEG 4000 s koenzymom
NADH; F 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH 6,0; 0,2 M octan
amonny; 23% (w/v) PEG 4000; F, pred otvorenim kvapky; F, po
otvoreni kvapky
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Tabul’ka IT
Purifikdcia MDH z kmena S.coelicolor A3(2)
Frakcia Objem Celkové Celkovd  Specificka Vytazok Purifikacny
[ml] proteiny aktivita aktivita [%] faktor
[mg] [U] [Umg]
Homogenat 225 448 10 573 24 100 1
30-80 % (w/v) frakcionacia 39,5 222 8887,5 40 84 1,6
siranom aménnym
DEAE celuléza DE-52 63 70 4764 68 45 2.8
Phenyl Sepharéza CL 4B 25 20 4315 216 41 9
Matrex Red A 14 2,5 2529 1012 24 42
-— kDa
— A8 S
<+— MDH
- 29
134
14,2

Obr. 3. Purifikacia MDH z kmeiia S.coelicolor A3(2). SDS-
PAGE (12 % w/v). Draha ¢. 1: spojené frakcie po chromatografii
na DEAE celulézy, dréha ¢. 2: spojené frakcie po chromatografii
na Phenyl Sepharoze, draha €. 3: spojené frakcie po chromatogra-
fii na kolone Matrex Red A, draha &. 4: proteinové Standardy:
hoviddzi sérum albumin (M, 67 000), fumaraza (M, 48 500), an-
hydraza kyseliny uhli¢itej (M, 29 000), B -laktoglobulin
(M, 18 400) a a-laktalbumin (M, 14 200)

citratovy tlmivy roztok pH 5,6; 0,2 M octan amoénny; 27%
PEG 4000 s koenzymom NADH). Krystaly nativnej MDH
izolovanej z kmena S. coelicolor A3(2) boli stabilné
a nedochéadzalo k ich rozpustaniu a postupnej degradacii
v porovnani s krystalmi rekombinantnej MDH bez His.Tag
sekvencie a buda vhodnejSie pre nasledné experimenty.

Tato publikacia bola vytvorend realizdciou projektu
"BIOMAKRO!1 ITMS:26240120003", "BIOMAKRO2
ITMS:26240120027", na zdklade podpory operacného
programu Vyskum a vyvoj financovaného z Eurdpskeho
fondu regiondlneho rozvoja a grantu VEGA 1/0371/09."

874

Obr. 4. Kry$taly MDH z kmeiia S.coelicolor A3(2) vo visiacej
kvapke; A, B 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH 4,8, 0,2 M
octan amonny, 27% (w/v) PEG 4000; C 0,1 M Na-citratovy tlmi-
vy roztok pH 4,8, 0,2 M octan amonny, 100 pM kyselina oxa-
loctova, 27% (w/v) PEG 4000

Obr. 5. Kry$taly MDH z kmena S.coelicolor A3(2) vo visiacej
kvapke; podmienka: 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH 5,6,
0,2 M octan amoénny, 27% (w/v) PEG 4000 s koenzymom NADH
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Malate dehydrogenase (MDH) isolated from Strepto-
myces coelicolor, A3(2) strain, electrophoretically ho-
mogenous, was crystallized in the absence or in the pres-
ence of NADH or NADPH coenzymes by the hanging-
drop vapor-diffusion method. For simple isolation in
a sufficient yield, the above MDH was cloned and ex-
pressed in Escherichia coli. Recombinant MDH with His-
tag sequence did not crystallize whereas that without His-
tag sequence crystallized using the above method. The
crystals were grown in a mixture of 0.1 M sodium citrate
buffer (pH 5.6), 0.2 M ammonium acetate, 27% (w/v) poly
(ethylene glycol) 4000, and 5 mM NADH coenzyme or in
a mixture of 0.1 M sodium citrate buffer (pH 4.8), 0.2 M
ammonium acetate, 100 uM oxaloacetic acid, and 27% (W/v)
poly(ethylene glycol) 4000.



