Ergebnisse

2.4 Strukturanalyse des GNE-Proteins

Zur Analyse der Sekundér bzw. Tertidrstruktur der GNE wurden die CD- und Fluoreszenz-
Spektroskopie (2.4.1 bzw. 2.4.3) eingesetzt. Des Weiteren wurden zur Klarung der rGNE-
Proteinstruktur bioinformatische (2.4.2), elektronenmikroskopische (2.4.4) und

kristallographische Methoden (2.4.5) angewandt.

2.4.1 CD-Spektroskopie des Hisc-rGNE-Wildtyps und der HIBM-
Mutanten

Die erbliche Einschlusskorperchen-Myopathie HIBM wird durch eine Reihe verschiedener
Punktmutationen ausgeldst. Da die HIBM-Punktmutationen die Enzymaktivitit beeinflussen,
sollen diese mit Hilfe der CD-Spektroskopie untersucht werden. Durch diese Methode kdnnen
die Sekundirstrukturanteile eines Proteins in Losung berechnet werden. Gravierende
Anderungen in den Anteilen zwischen dem Hiss-rGNE-Wildtyp und einzelnen Punktmutanten
geben Aufschluss, ob es sich bei den mutierten Aminoséduren um Struktur gebende Bereiche
des Proteins handelt. Es wurden 7 verschiedene HIBM-Mutanten mit dem Wildtyp
verglichen. Des Weiteren wurde die funktionelle Punktmutante D143N mittels der CD-
Spektroskopie untersucht, die als einzige funktionelle Mutante trotz des einheitlich tetrameren
Zustands einen Totalverlust der Epimerase-Aktivitit aufweist. Die Sekundérstrukturanteile
wurden mit der Software CDPro berechnet, welche auf 43 Referenzspektren 16slicher Proteine
basiert, deren Sekundérstrukturen bekannt sind. Fiir den rGNE-Wildtyp wurde ein a-Helix-
Anteil von 33% und ein p-Faltblatt-Anteil von 17% ermittelt, die damit ungefdhr den
Sekundirstrukturanteilen der bioinformatischen Vorhersage entsprechen (37% a-Helix und
15% B-Faltblatt; siche 2.4.2). Anderungen der einzelnen Sekundirstrukturen von 5 bis 10%
sind als niedrig signifikant definiert, eine hohe Signifikanz gilt bei Anderungen von iiber
10%. In Tabelle 2.9 sind die mittels CD-Spektroskopie berechneten Sekundirstrukturanteile
vom Wildtyp und von den Mutanten aufgelistet. Die HIBM-Mutanten 1200F, C303V, D378Y
und F528C zeigten leichte, jedoch keine signifikanten Anderungen der o-Helix-Anteile im
Vergleich zum Wildtyp. Uber 10% Differenz zu einem Wildtyp-Sekundirstrukturanteil besal3
lediglich die HIBM-Mutante N5198S, die einen a-Helix-Anteil von nur 15% und einen f3-

Faltblatt-Anteil von 31% aufwies.

52



Ergebnisse

Tabelle 2.9: Sekundirstrukturanteile des Hise-hGNE-Wildtyps, der funktionellen
Mutante D143N, und 7 weiterer HIBM-Mutanten. Die Ermittlung erfolgte iiber CD-
Spektroskopie. Die Berechnung der Sekundérstrukturanteile basiert auf 43 Referenzspektren
16slicher Proteine und wurde mit der CDPro-Software durchgefiihrt.

a-Helix B-Faltblatt B-Turn Random Coil
WT 33% 17% 21% 29%
D143N 29% 21% 21% 29%
1200F 37% 16% 19% 28%
C303V 29% 19% 23% 29%
D378Y 27% 23% 21% 29%
NS19S 15% 31% 22% 32%
F528C 40% 13% 20% 27%
A631Y 28% 20% 24% 28%
M712T 32% 19% 22% 27%

2.4.2 Sekundiarstrukturvorhersage des rGNE-Proteins mittels
bioinformatischer Methoden

Zur weiteren Strukturanalyse des rGNE-Wildtyps wurde die Jnet-Software angewandt, die aus
der Proteinprimérstruktur Vorhersagen uiber die Sekundarstruktur berechnen kann. Die mittels
CD-Spektroskopie gewonnenen prozentualen Sekundirstrukturanteile des Hisg-rGNE-
Wildtyps entsprechen annéhernd den theoretisch berechneten Anteilen, ndmlich 37% a-Helix
und 15% f-Faltblatt. Grundlage der Berechnung ist die Eigenschaft der Sekundérstruktur-
elemente charakteristische Aminosiurefolgen aufzuweisen. Zur Uberpriifung der Vorhersage-
qualitdt wurde parallel dazu auch die UDP-GlcNAc-2-Epimerase von E. coli analysiert, deren
Struktur bereits aufgeklért ist (Campbell et al., 2000). In Abbildung 2.21 sind die
vorhergesagte Sekundirstruktur des rGNE-Proteins sowie die tatsdchliche und vorhergesagte

Sekundérstruktur der bakteriellen UDP-GIcNAc-2-Epimerase (bGNE) dargestellt.
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Abbildung 2.21:

Die von Campbell et al.
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Vorhersage der Sekundirstruktur und der im Proteinkern lokalisierten
Aminosiduren von rGNE-Proteins. Zur qualitativen Analyse der rGNE-Sekundérstrukturvorhersage
wurde zusidtzlich die Sekundérstruktur der homologen bakteriellen UDP-GIcNAc-2-Epimerase
(bGNE) vorhergesagt, die aus der Kristallstruktur bereits bekannt ist. Die Sekundérstrukuren wurden
mit der Jnet-Vorhersage-Software berechnet. Vorhergesagte bzw. aus der Kristallstruktur ermittelte
a-Helices sind rot gekennzeichnet, P-Faltblitter sind tiirkis markiert. Hervorgehoben sind
Aminoséuren, die mit einer Wahrscheinlichkeit von 75% (B = buried) bzw. iiber 95% (B) nicht an der
Proteinoberfldche lokalisiert sind. Griin gekennzeichnet sind die bisher bekannten HIBM-Mutanten.
(2000) eingefiihrte Nummerierung der Sekundérstrukturen der bakteriellen

UDP-GlcNAc-2-Epimerase ist oberhalb des jeweiligen Sequenzbereichs aufgefiihrt.
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2.4.3 Fluoreszenzspektroskopie des Hise-rGNE-Wildtyps und zweier
HIBM-Mutanten

Informationen iiber die Verdnderung der Tertidrstruktur eines Proteins konnen mit Hilfe der
Fluoreszenz-Spektroskopie gewonnen werden. Dabei wird die Fluoreszenz der Aminoséure
Tryptophan genutzt, die nach Anregung mit 280 nm langwelligem Licht maximal bei einer
Wellenlédnge von 355 nm fluoresziert. Da die Polaritit der Umgebung eines Tryptophanrestes
die Wellenlénge seines Fluoreszenz-Maximums beeinflusst, lassen sich Riickschliisse tiber die
rdumliche Umgebung der analysierten Tryptophanreste machen. Untersucht wurden der
Wildtyp und die zwei HIBM-Mutanten I587T und M712T. Ein Ausschnitt der drei
Fluoreszenz-Spektren ist in Abbildung 2.20 dargestellt. Der Wildtyp und die Mutante M712T
hatten beide ihr Fluoreszenz-Maximum bei 335,3 nm, wiahrend die Mutante I587T ihr
Maximum bei einer Wellenldnge von 333,7 nm erreichte. Die detektierte Blauverschiebung

des Maximums um 1,6 nm ist jedoch nicht signifikant.

\
\

90 T T T T T
325 330 335 340 345

100
98 -

N
R
N 96
g —Wildtyp
2 ——M712T
3 —I587T
=
=
)
S

Wellenlidnge (nm)

Abbildung 2.20: Ausschnitt der Trp-Fluoreszenz-Spektren des Hise-hGNE-Proteins sowie der
HIBM-Mutanten IS87T und M712T. Angeregt wurde die Fluoreszenz mit einer Wellenldnge von
295 nm. Die jeweiligen Fluoreszenz-Maxima wurden gleich 100% gesetzt.
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2.4.4 Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie des Hiss-rGNE-
Fusionsproteins

Mit Hilfe der Technik der Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie kann von einer
gereinigten Proteinlosung die ProteinpartikelgroBe bestimmt oder durch Einzelpartikelanalyse
die dreidimensionale Struktur eines Proteins im einstelligen nm-Bereich geklart werden.
Voraussetzung fiir die Strukturaufklarung ist eine monomodale Proteinlosung. Hierfiir wurde
gereinigtes Hise-rGNE-Protein iiber eine Gelfiltrationssdule gegeben und lediglich der
Tetramerpeak innerhalb von 15 min fiir die TEM-Experimente eingesetzt. Fiir die Messungen
wurde die Probe mit 2% Phosphowolframat (PTA) negativ gefarbt. In Abbildung 2.22 ist eine
elektronenmikroskopische Aufnahme mit einer 270000-fachen Vergroferung dargestellt.

Abbildung 2.22: Ausschnitt einer cryo-elektronenmikroskopischen Aufnahme des
gereinigten His;-rGNE-Proteins. A: 270000-fache Vergrolerung. Einzelne Proteine sind
wegen der Negativfarbung mit 2% PTA als helle Flecken in der Elektronendichteverteilung
zu erkennen. B-F: 540000-fache VergroBerung. Auswahl verschieden grofler Partikel. B und
C: Partikel mit einem Durchmesser von unter 10 nm. D und E: Partikel mit einem
Durchmesser von etwa 15 nm, F: Partkel mit einem Durchmesser von uiber 20 nm. Die
weillen Balken unten rechts entsprechen 10 nm.
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Trotz des Einsatzes von offensichtlich tetramerem Hise-rGNE-Protein besal3 die visualisierte
Proteinpopulation einen polymorphen Charakter. Es wurden verschieden grofle Partikel
detektiert, die nicht allein auf die Orientierung der Partikel im Raum zuriickzufiihren sind. Die
Einzelpartikeldurchmesser schwanken dabei von unter 10 bis 30 nm, wobei drei Einzel-
partikelsubpopulationen wiederholt beobachtet werden konnten. Subpopulation Nr. 1 (Abb.
2.22, B und C) weist einen Durchmesser von etwa 7 nm auf, Subpopulation Nr. 2 (Abb. 2.22,
D und E) hat einen Einzelpartikeldurchmesser von etwa 15 nm und Subpopulation Nr. 3
(Abb. 2.22, F) von iiber 20 nm. Nimmt man fiir die Kryo-TEM eine globuldre Struktur des
Hise-rGNE-Proteins an, miisste der Durchmesser eines Tetramers mit einem ermittelten
Stokes-Radius von 7,1 nm (siehe 2.2.1) bei etwa 14 nm liegen. Tatsédchlich weisen die 15 nm-
Partikel eine globulédre Struktur auf. Die 7 nm-Partikel wédren demnach kleinere oligomere
Zustdnde des rGNE-Proteins, die liber 20 nm groBlen Partikel Aggregate. Aufgrund der
Oligomodalitét der Proteingroen war die Einzelpartikelanalyse zur Strukturaufkldrung nicht

moglich.

2.4.5 Kristallisations-Screening des gereinigten Hiss-rGNE-Fusionsproteins

Trotz der Oligomodalitit des tGNE-Proteins, die durch analytische Ultrazentrifugation, DLS
und TEM nachweisbar war, wurden Kristallisations-Screenings angesetzt. Gereinigtes Hisg-
rGNE-Protein mit einer Konzentration von 4 mg/ml in 20 mM HEPES, 1 mM DTT, pH 7,5,
diente als Proteinlosung fiir die Kristallisations-Screenings. Das Screening wurde im
Hanging-Drop-Verfahren mit vier verschiedenen Kristallisations-Screening-Kits (Hampton,
USA), welche aus jeweils 48 unterschiedlichen Kristallisations-Puffern bestehen, bei 25°C
durchgefiihrt. Damit wurden insgesamt 192 Pufferbedingungen getestet. Bei allen
Kristallisationsansitzen bildeten sich innerhalb weniger Minuten Prézipitate, die keinerlei
kristalline Strukturen aufwiesen. Kristalle oder Kristall-dhnliche Partikel konnten nicht

identifiziert werden.
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