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1. Einleitung

1.1 Alicyclobacillus acidocaldarius

Die Entdeckung und Erforschung extremophiler Bakterien gehort sicherlich zu einem der
interessantesten Gebiete der modernen Mikrobiologie. Im Verlauf dieser Forschungsakti-
vitidten konnten eine Vielzahl bisher unbekannter Mikroorganismen mit hdufig ungewohn-
lichen Eigenschaften isoliert und charakterisiert werden. Diese Eigenschaften — neue Na-
turstoffe oder Enzyme mit ungewohnlichen Eigenschaften als Anpassung an die extremen
Umweltbedingungen — werden neben ihrer Bedeutung fiir die Grundlagenforschung (z.B.
DNA-Polymerasen thermophiler Organismen fiir die PCR) auch zunehmend fiir die bio-
technologisch-industrielle Anwendung interessant (HUBER, 1993). Vergleichende Sequenz-
analysen der 16S rRNA dieser Organismen revolutionierten schlieBlich die bisher giiltigen
Vorstellungen von der Evolution der Lebewesen und deren Verwandtschaftsverhéltnissen.
Es zeigte sich, dal} die meisten extremophilen Arten und die bisher bekannten Bakterien
zwei phylogenetisch getrennte Gruppen von Organismen darstellen. Diesen Erkenntnissen
wurde schlieBlich durch die Aufteilung der Prokaryoten in die beiden Doméanen Archaea

und Bacteria Rechnung getragen (WOESE, 1987; WOESE et al., 1990).

Die thermophilen Mikroorganismen mit ihren Temperaturoptima zwischen 45 und 115 °C
gehoren sicherlich zu den am besten erforschten Vertreten der Extremophilen (MADIGAN &
MARRS, 1997). Bei den aufsehenerregenden Entdeckungen der letzten Jahre wird leicht
ibersehen, da3 Lebewesen in Biotopen mit hohen Umgebungstemperaturen schon seit der
Antike bekannt sind. So finden sich schon bei Plinius dem Alteren in dessen Historia natu-
ralis Hinweise auf ,,griine Pflanzen* in den heiBlen Quellen von Abano siidwestlich von
Padua (BROCK, 1978). Danach wurden die Bewohner heifler Quellen jedoch fiir fast zwei
Jahrtausende kaum noch beachtet. Erst mit dem Siegeszug der Naturwissenschaften im 19.
Jahrhundert wandte man sich wieder diesen aulergewohnlichen Lebewesen zu. Erleichtert
wurde dies auch dadurch, daBl den Forschern nun Mikroskope und andere technische
Hilfsmittel fiir die Erforschung dieser Organismen zur Verfligung standen. Eines der ersten
Ziele, dem sich verschiedene Forscher zuwandten, waren die Algen in den Karlsbader
Thermalquellen. Spéter wurden diese Forschungsarbeiten erweitert und auf die italieni-
schen Thermalquellen in Abano, auf Sizilien und auf Ischia ausgedehnt (HUBER, 1993).
Seit Anfang des 20. Jahrhunderts wurden mit der Erforschung der Selbstentziindung des

Heus sowie von Verrottungsprozessen auch terrestrische Biotope entdeckt, deren Bewoh-
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ner Temperaturen bis zu 80 °C vertragen (MIEHE, 1907; HILDEBRANDT, 1927; NORMAN et
al., 1941).

Den Durchbruch bei der Erforschung thermophiler Bakterien brachte schlieBlich die sys-
tematische Bearbeitung der Bewohner heiler Quellen im Yellowstone National Park durch
Thomas D. Brock und seine Mitarbeiter in den Jahren 1965 - 1975 (BROCK, 1978). Dabei
konnten nicht nur eine Reihe neuer Arten isoliert und beschrieben werden (z.B. Thermus
aquaticus, Sulfolobus acidocaldarius), sondern auch deren Morphologie, physiologische
Eigenschaften sowie die Okologie und die Verbreitung der Bakterien in diesen Extrembio-
topen erforscht werden. Diese Langzeitstudien sorgten dafiir, daB nun auch andere For-
scher damit begannen, weltweit diese Organismen zu erforschen. Heute sind aufler aus den
USA solche Arten auch aus Island, Italien, Japan, Neuseeland, der Antarktis und anderen
Regionen der Welt bekannt, wo geothermale Aktivititen die notwendigen Umweltbedin-
gungen fiir thermophile Organismen schaffen. Die technische Entwicklung der Meeres-
und Tiefseeforschung ermoglichte schlieBlich 1977 die Entdeckung neuer Biotope hyper-
thermophiler Prokaryoten in den submarinen Hydrothermalquellen im Bereich der mittel-
ozeanischen Riicken (JANNASCH, 1993).

Bei den schon erwéhnten Forschungsarbeiten von BROCK et al. im Yellowstone National-
park wurden auch thermoacidophile sporenbildende Bakterien isoliert. Die Fahigkeit dieser
gram-positiven stabchenformigen Zellen, Endosporen zu bilden, legte eine taxonomische
Eingruppierung der Isolate in die Gattung Bacillus nahe. Ahnlichkeiten bestanden schon zu
aus Japan beschriebenen Isolaten (UCHINO & Dol, 1967). Diese Autoren hatten die Mor-
phologie und die intrazellulire Lage der Endosporen fiir die taxonomische Auswertung
herangezogen und ihre Isolate als nahe Verwandte der schon bekannten Art Bacillus coa-
gulans beschrieben. Eine Bestimmung des GC-Gehalts lieferte mit ca. 62 % jedoch einen
Wert, der deutliche vom GC-Gehalt B. coagulans und anderer Bacillus-Arten abwich. Zu-
dem waren die neuen Isolate noch acidophiler als B. coagulans. Aus diesem Grund wurden
sie als neue Art B. acidocaldarius klassifiziert (DARLAND & BROCK, 1971). Mit der Fahig-
keit, in Biotopen mit Temperaturen zwischen 45 und 70 °C (Optimum 60 - 65 °C) und ei-
nem pH-Bereich zwischen 2 und 6 (Optimum pH 3 - 4) zu leben, gehdrt diese Art mit zu
den ersten isolierten Extremophilen. Zur gleichen Zeit wurde dieser Organismus auch aus
der vulkanischen Umgebung Neapels isoliert (DE ROSA et al., 1971a). Genauere Analysen
der Lipide dieser Isolate zeigten, dall neben den fiir Bacillus-Arten typischen Fettsduren
iso-Cys, iso-Cyg, iso-Cyq, anteiso-Cis, anteiso-Cy7, n-Ci4 und n-C;s auch ungewohnliche

o-Cyclohexylfettsduren vorhanden sind. Die charakterisierten Fettsduren 11-Cyclohexyl-
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undecansdure (®-Cyclohexyl-C;7) und 13-Cyclohexyltridecansdure (w-Cyclohexyl-Ci9)
sind sogar die dominierenden Fettsduren in den Lipiden dieser Bakterien (DE ROSA et al.,
1971b; 1972; 1974).

Von besondere Bedeutung war schlie8lich die Isolierung eines pentacylischen Triterpens
(DE ROSA et al., 1971a, 1973), welches zur gleichen Zeit auch in dem methanotrophen
Methylococcus capsulatus gefunden wurde (BIRD et al., 1971). Mit der Identifizierung
dieses Triterpens als Hopen (Hop-22(29)-en, Diplopten; Abbildung 1) gelang der erste
Nachweis eines aus Squalen gebildeten Triterpens in Prokaryoten. LANGWORTHY et al.
konnten schlieBlich mit der Isolierung des Bacteriohopantetrols (BHT) und dessen Glyco-
lipidderivates aus den Lipiden von B. acidocaldarius Hopenmolekiile mit einer am C-29
verldngerter Seitenkette nachweisen (LANGWORTHY et al., 1976; LANGWORTHY &
MAYBERRY, 1976). Zur selben Zeit konnten auch ROHMER et al. die BHT-Struktur aus
Acetobacter xylinum aufklaren und damit frithere Strukturvorschldge von FORSTER et al.
korrigieren (FORSTER et al., 1973, ROHMER & OURISSON, 1976).

Vergleichende Sequenzanalysen der 16S rRNA machten deutlich, da83 sich B. acidocalda-
rius zusammen mit den Arten B. acidoterrestris und B. cycloheptanicus (DEINHARD, 1987,
DEINHARD et al., 1987a, 1987b) phylogenetisch stark von den anderen bekannten Bacillus-
Arten unterscheidet. Deshalb wurden diese drei Arten bei einer Reklassifizierung in die
neu geschaffene Gattung Alicyclobacillus eingruppiert (WISOTZKEY et al., 1992). Dafiir
sprach auch das fiir diese drei Arten typische Vorkommen von ®-Cycloalkyl-Fettsduren in
deren Lipiden (DEINHARD & PORALLA, 1996).

Als einer der ersten genauer untersuchten thermophilen Mikroorganismen hat sich die nun
Alicyclobacillus acidocaldarius genannte Art inzwischen zu einem gut untersuchten
Modellorganismus fiir moderat thermophile Bakterien entwickelt. So hat die wissenschaft-
liche Bearbeitung dieser Art entscheidend zum Wissen {iber die bakterielle Triterpenbio-
synthese beigetragen (siche 1.2). Weitere aktuelle Forschungsprojekte mit diesem Orga-
nismus betreffen die Struktur und Funktion thermostabiler Enzyme (SCHWERMANN et al.,
1994), die Biosynthese der ungewodhnlichen Fettsduren in den Lipiden (MOORE et al.,
1993; MOORE & FLOSS, 1994) oder die Erforschung von Schwermetall-Bindeproteinen
(CAPASSO et al., 1996), Maltose-Bindeprotine (HERRMANN et al., 1996) und anderer Mole-
kiile. Auch nachdem inzwischen eine Reihe von Prokaryoten bekannt sind, die bei weit
hoheren Umgebungstemperaturen leben, hat dadurch das Interesse an dem thermoacido-

philen 4. acidocaldarius also nicht nachgelassen.
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1.2 Hopanoide und Terpenbiosynthese

Das Hopen, welches 1971 DE ROSA et al. in Alicyclobacillus acidocaldarius und BIRD et
al. in Methylococcus capsulatus nachgewiesen hatten, war nicht der erste bekannte Ver-
treter der Hopanoide. Diese pentacyclischen Triterpene sind bei der chemischen Analyse
von Dammarharzen entdeckt worden, die von MILLS & WERNER durchgefiihrt wurden
(MILLS & WERNER, 1955). Diese Harze stammen von verschiedenen siidostasiatischen
Baumarten aus der Familie der Dipterocarpaceae und werden unter anderem flir hochwer-
tige Lacke und Firnisse verwendet. Vom Namen der Gattung Hopea, zu der wichtige
Dammar-Lieferanten gehoren, wurde auch der Name der Hopanoide abgeleitet. Carl von
Linné hatte mit der Benennung dieser Gattung in einer fiir ihn typischen Weise den Bota-
niker John Hope (1725 - 1786) ausgezeichnet, der als iiberzeugter Anhénger Linnés dessen
taxonomisches System in Schottland anwendete und dort zu seiner Verbreitung beitrug
(CHALMERS, 1814; LEE, 1891; GOERKE, 1992).

Seit dem Nachweis in Baumharzen konnten Hopanoide immer wieder aus Flechten, Farnen
und hoheren Pflanzen isoliert werden. Dennoch sind sie selten und nur eine von vielen
Triterpengruppen, die in Pflanzen vorkommen (OURISSON & ALBRECHT, 1992). In bedeu-
tend groBBeren Mengen konnten Hopanoide dagegen im Rohdl, in Kohlen und in nahezu
allen Sedimenten nachgewiesen werden. Nach Schétzungen stellen diese Geohopanoide
mit einer Gesamtmenge von ungefihr 10> Tonnen die nach Methan mengenmiBig grofte
Klasse organischer Substanzen auf diesem Planeten (OURISSON et al. 1984; PRINCE, 1984).
Problematisch war die Frage nach der Herkunft dieser Geohopanoide, da die bisher aus
Pflanzen bekannten Hopanoide aufgrund ihrer geringer Verbreitung und wegen strukturel-
ler Unterschiede dafiir nicht in Frage kommen. Erst die schon erwéhnte Entdeckung des
Bacteriohopantetrols in bakteriellen Lipiden brachte hier eine Losung (FORSTER et al.,
1973; ROHMER & OURISSON., 1976; LANGWORTHY et al., 1976). Bei diesen Cjs-
Hopanoiden ist — wie bei den meisten Geohopanoiden — das Hopenmolekiil durch eine
Seitenkette am C-29 verléngert.

Eine systematische Suche in Bakterien lieferte schlieBlich den Nachweis, daB3 die Hopa-
noide bei Prokaryoten weit verbreitet sind (ROHMER et al., 1984). Bei mehreren hundert
darauthin untersuchten Stimmen konnten in mindestens 30 % der Fille Hopanoide nach-
gewiesen werden. Bisher konnten mit Ausnahme der Archaea, Chromatiaceae und Entero-
bacteriaceae in allen taxonomischen Bakteriengruppen Arten mit Hopanoiden nachgewie-
sen werden. Bis heute ist eine Korrelation zwischen taxonomischer Stellung und Hopa-

noidvorkommen nicht moglich (SAHM et al., 1993; KANNENBERG & PORALLA, 1999). Wie
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bei den Geohopanoiden sind auch bei den bakteriellen inzwischen eine Reihe von Struk-
turvarianten bekannt (Abbildung 1). Bei den elongierten Hopanoiden ist das Cso-
Grundgeriist mit einer Cs-Polyol-Seitenkette verldngert, deren Hydroxylgruppen auch
durch Aminogruppen, Zucker, Aminosduren oder Nucleoside ersetzt werden kann (FLESCH
& ROHMER, 1988; OURISSON & ROHMER, 1992). Weitere Molekiilmodifikationen sind z.B.

durch Methylierungen méglich (OURISSON et al., 1987).

(1))?‘ (3@ OH OH
Y YL
(2)/@ (4)/5 OH OH

OH OH NH, NH OH OH
(5) H (6)
: iy (\)\/K/ N l / : “ (\/H)\
“ H “ OH
OH o} oH ©

0
NH; HO
OH
X
(7) 7 | N NH
A Uy, N N)
= O O
HO OH

Abbildung 1: Pentacyclische Hopanoidgrundstruktur und einige Beispiele fiir die Seitenket-
ten des E-Rings bakterieller Hopanoide: (1) Hopen = Hop-22(29)-en = Diplopten; (2) Diplop-
terol; (3) Bacteriohopantetrol (BHT); (4) Bacteriohopanaminotriol (BHAT); (5) Bacteriohopan-
aminotriol-Tryptophan; (6) Bacteriohopanglycolipid; (7) Adenosylhopan.

Hopanoide und speziell die elongierten Vertreter besitzen in der Struktur des starren Ring-
systems, dessen Dimensionen sowie dem amphiphilen Charakter Ahnlichkeiten mit den
Steroiden in eukaryotischen Membranen. Die Vermutung, daf} sie diesen funktionsdquiva-
lent sind und ebenfalls als Membranverstiarker wirken (ROHMER et al., 1979), konnte durch
Versuche mit Modellmembranen nachgewiesen werden (KANNENBERG ef al., 1980). Dafiir
spricht auch, dal bei 4. acidocaldarius der Hopanoidgehalt mit steigender Wachstums-
temperatur und fallendem pH-Wert zunimmt (PORALLA ef al., 1984). Bei einer Hemmung
der Hopanoidbiosynthese durch Inhibitoren konnten zusitzlich eine Wachstumsbeein-
trachtigung verschiedener Bakterien und eine verminderte Ethanolresistenz bei Zymomo-
nas mobilis beobachtet werden (HORBACH et al., 1991). Ob Hopanoide daneben noch wei-
tere Funktionen in Prokaryoten besitzen, wie dies bei den eukaryotischen Steroiden der
Eukaryoten der Fall ist (Hormone, Toxine, Gallensduren etc.), ist noch unbekannt

(OURISSON & ROHMER, 1992).
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Terpene, zu denen die Hopanoide gehoren, bilden mit mehr als 22.000 bekannten Verbin-
dungen die groffte Naturstoffgruppe (CONOLLY & HILL, 1991). So vielfiltig wie die
Strukturen sind auch die Funktionen dieser Verbindungen, die sie in Mikroorganismen,
Tieren und Pflanzen besitzen. So iibernehmen sie Funktionen als Photosynthesepigmente
(Carotinoide), Membranlipide (Sterole, Hopanoide), Hormone (Gibbereline, Steroide),
Duft-, Lock- und Abwehrstoffe (Phytoalexine, Saponine) sowie bei intrazelluldren
Signaltransduktionsprozessen (Proteinprenylierung). Vor allem in den héheren Pflanzen
besitzen Terpene ihre maximale Verbreitung und Strukturdiversitit. So waren allein bis
1985 aus Nicotiana sp. fast 500 verschiedene Terpene bekannt (BACH, 1995).

Ihre Biosynthese 146t sich in vier wichtige Teilschritte unterteilen: (1) Biosynthese der Cs-
Grundeinheit, (2) Verkniipfung mehrerer Cs-Einheiten zu den Ausgangsverbindungen der
Mono-, Sesqui-, Di-, Tri-, Tetra- und Polyterpenen, (3) Bildung der Grundgeriiste cycli-
scher Terpene durch intramolekulare Cyclisierungsreaktionen und (4) weitere Modifikatio-
nen durch Hydroxylierungen, Methylierungen, Isomerisierungen etc., die vor allem fiir die
auBerordentliche Vielfalt dieser Naturstoffgruppe verantwortlich sind (CHAPPEL, 1995).
Die isomeren Cs-Verbindungen Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP) bilden die biosynthetische Grundeinheiten aller Terpene. Ihre Biosynthese kann
iiber zwei verschiedene Stoffwechselwege erfolgen (Abbildung 2). Beim klassischen Me-
valonat-Weg, der schon in den 1960er Jahren von BLOCH, LYNEN et al. aufgeklart wurde,
wird IPP aus drei Molekiilen Acetyl-CoA iiber die Zwischenprodukte Hydroxymethylglu-
taryl-CoA und Mevalonat gebildet (BLOCH, 1992). Dieser Weg findet sich bei Archaebak-
terien, Eukaryoten und im Cytosol von Pflanzen. Der alternative mevalonatunabhingige
Weg wurde dagegen erst vor wenigen Jahren entdeckt (FLESCH & ROHMER, 1988;
HORBACH et al., 1993; ROHMER et al., 1993). Seit der Entdeckung des ersten Enzym dieses
Biosyntheseweges (ROHMER et al., 1996; LOIS et al., 1998) konnten in den letzten Jahren
sieben Reaktionsschritte und die dafiir verantwortlichen Enzyme identifiziert werden
(Kuzuyama, 2002; SEEMANN et al., 2002; WOLFF et al., 2003). Hier werden IPP und
DMAPP aus Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Pyruvat gebildet, wobei letzteres decarbo-
xyliert wird und die dabei entstehende C,-Einheit iiber Thiamindiphosphat (TPP) auf Gly-
cerinaldehyd-3-Phosphat {ibertragen wird. Dieser Syntheseweg konnte inzwischen bei
vielen Eubakterien, Griinalgen und in den Chloroplasten hoherer Pflanzen nachgewiesen

werden (BACH, 1995, LICHTENTHALER, 1998).
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Abbildung 2: Biosynthese von Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP) iiber den Mevalonat- (links) bzw. den mevalonatunabhingigen Syntheseweg
(rechts). HMG-CoA: 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA; TPP: Thiamindiphosphat; DXP: 1-
Deoxy-D-xylulose-5-phosphat; MEP: 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat; CDP-ME: 4-(Cytidin-
5¢-diphospho)-2-C-Methyl-D-erythritol; CDP-ME2P: 2-Phospho-4-(cytidin-5°-diphospho)-2-C-
methyl-D-erythritol;, MECDP: 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat; HMBDP: 1-
Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphat (nach KUZUYAMA, 2002 & WOLFF et al., 2003).
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DMAPP dient als Starter der Kondensationsreaktion mit IPP. Prenyltransferasen katalysie-
ren die sukzessive 1°-4-Addition weiterer IPP-Molekiile, wodurch Geranyldiphosphat
(GPP; Cyg), Farnesyldiphosphat (FPP; C;s), Geranylgeranyldiphosphat (GGPP; Cy) und
héhermolekulare Terpene entstehen (Abbildung 3). Dabei bestimmt die Grofe des aktiven
Zentrums, ob es sich bei den entsprechenden Prenyltransferasen um eine GPP-, FPP- oder
GGPP-Synthase handelt (TARSHI ef al., 1996). Bei Eukaryoten ergeben sich dariiber hinaus
weitere Regulationsmdglichkeiten durch die Kompartimentierung einzelner Terpenbio-

synthesewege in verschiedenen Zellorganellen. (MCGARVAY & CROTEAU, 1995).

IPP DMAPP
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R
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M ___________________________________________ > > Cao
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Abbildung 3: Biosynthese der Terpene. Von den beiden Cs-Einheiten Isopentenyldiphosphat IPP
und Dimethylallyldiphosphat DMAPP ausgehend sind die Bildung von Geranyldiphosphat GPP
(a), Farnesyldiphosphat FPP (b), Geranylgeranyldiphosphat GGPP (c¢), Squalen (d; der Pfeil mar-
kiert die Position der Doppelbindung beim Dehydrosqualen) und Phytoen (e) dargestellt. Wéhrend
die niedermolekularen Terpene eine all-trans Konfiguration der Doppelbindungen aufweisen,
kommen bei Polyterpenen auch all-cis oder gemischte cis/trans-Konfigurationen vor.

Die Ausgangsverbindungen der Tri- und Tetraterpene Squalen, Dehydrosqualen und Phy-
toen werden durch die Kondensation jeweils zweier FPP- bzw. GGPP-Molekiile gebildet.
Im Gegensatz zu den von Prenyltransferasen katalysierten Rektionen handelt es sich hier

um 1’-1-Additionen. Wéhrend bei der Squalen-Synthase die zentrale Doppelbindung im
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Squalen reduziert wird, bleibt diese bei der Dehydrosqualen- und Phytoen-Synthase erhal-
ten (NES & MCKEAN, 1977, ARMSTRONG & HEARST, 1996; GIBBS, 1998). Nach zahlrei-
chen eukaryotischen Squalen-Synthasen konnten in letzter Zeit auch die ersten Vertreter

aus Prokaryoten kloniert und exprimiert werden (TIPPELT, 1997; PERZL et al., 1998).

Bei der liberwiegenden Zahl der Terpene handelt es sich um cyclische Verbindungen, die
aus den nichtcyclischen Vorstufen durch Terpen-Cyclasen (bzw. Synthasen) gebildet wer-
den. In den letzten Jahren konnten einige Dutzend dieser Enzyme isoliert werden. So sind
alleine aus Pflanzen inzwischen mehr als 30 Terpen-Cyclasen kloniert worden
(BOHLMANN ef al., 1998). Nach dem Startmechanismus der katalysierten Reaktion kdnnen
diese Enzyme in zwei Gruppen eingeteilt werden. Terpen-Cyclasen der ersten Gruppe
starten die Cyclisierungsreaktion mit der Bildung eines Carbokations durch Diphosphat-
abspaltung vom Substrat. Zu ihnen gehdéren Monoterpen-, Sesquiterpen- und ein Teil der
Diterpen-Cyclasen sowie die schon erwéihnten Prenyltransferasen. Andere Diterpen- sowie
Triterpen- und Tetraterpen-Cyclasen bilden die zweite Gruppe. Bei ihnen wird das Start-
carbokation durch Protonierung einer terminalen Doppelbindung des Substrats oder durch
Aufspaltung des Oxiranrings gebildet. Diese Einteilung der Terpen-Cyclasen nach ihrem
Reaktionsmechanismus in zwei Gruppen wird auch durch phylogenetische Analysen der
Proteinsequenzen unterstiitzt (BOHLMANN et al., 1997, 1998). Nach dem unterschiedlichen
Start erfolgt bei allen Cyclasen eine Wanderung des Carbokations durch das Substratmole-
kiil durch intramolekulare Umlagerung von Bindungen. Zusitzlich sind Hydrid- und
Methyl-Verlagerungen moglich. Die Eliminierung des terminalen Carbokations kann
schlieBlich auf unterschiedliche Weise erfolgen (Deprotonierung, Anlagerung von OH"),
wodurch vielfiltige Reaktionsprodukte moglich sind (MCGARVEY & CROTEAU, 1995;
GIBBS, 1998; BOHLMANN et al., 1998). Neben hochspezifischen Terpen-Cyclasen mit nur
einem einzigen Reaktionsprodukt kommen deshalb auch wesentlich unspezifischere En-
zyme vor, die mehrere Reaktionsprodukte liefern. Hierzu gehdren z. B. die aus Abies
grandis isolierten Enzyme d8-Selinen-Synthase und y-Humulen-Synthase, die insgesamt 34

bzw. 52 verschiedene Sesquiterpene produzieren (STEELE ef al., 1998).

1.3 Triterpen-Cyclasen

Wie bei allen anderen Terpenen iiberwiegen auch bei den Triterpenen die cyclischen Ver-
bindungen. Neben wenigen bekannten mono-, bi- und tricyclischen Verbindungen domi-
nieren eindeutig die tetra- und pentacyclischen Vertreter. Von wenigen Ausnahmen abge-

sehen unterscheiden sich pro- und eukaryotische Triterpen-Cyclasen beim verwendeten
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Substrat. So handelt es sich bei den prokaryotischen Enzymen im allgemeinen um
Squalen-Cyclasen. Dagegen wird bei Eukaryoten Squalen in der Regel erst durch eine
Monooxigenase in 2,3-Oxidosqualen umgewandelt wird, welches dann durch Oxido-
squalen-Cyclasen (OSC) cyclisiert wird. (ABE et al., 1993; Abbildung 4). In den letzten
Jahren konnten Triterpen-Cyclasen aus einer ganzen Reihe von Mikroorganismen, Pilzen,
Pflanzen und Tieren isoliert werden. Eine Auflistung eines grof8en Teils der bisher klo-
nierten und sequenzierten Triterpen-Cyclasen mit niheren Informationen zu den einzelnen
Enzymen ist im Anhang zusammengestellt.

Nach den bisher bekannten Reaktionsprodukten konnen die eukaryotischen Enzyme in
mehrere Gruppen von Oxidosqualen-Cyclasen eingeteilt werden. In Tieren und Pilzen ist
Lanosterol das Cyclisierungsprodukt von Oxidosqualen und dient in diesen Organismen als
biosynthetische Vorstufe der Zoosterole (z. B. Cholesterol) und Mycosterole (z. B. Er-
gosterol). Die Reaktion wird von der Oxidosqualen-Lanosterol-Cyclase katalysiert, deren
Gen bisher aus verschiedenen Sdugern, Hefen und Protozoen isoliert wurde.

In photosynthetischen Organismen erfolgt die Biosynthese der Phytosterole (z. B. Sito-
sterol) dagegen iiber die dem Lanosterol strukturisomere Verbindung Cycloartenol. Das
Gen der fiir diese Enzymreaktion verantwortlichen Oxidosqualen-Cycloartenol-Cyclase
wurde aus verschiedenen Gymnospermen und Angiospermen isoliert.

Im Gegensatz zu diesen Triterpenen mit tetracyclischen Grundgertist ist Lupeol eine penta-
cyclische Verbindung mit einem filinfgliedrigen E-Ring, die durch eine Oxidosqualen-
Lupeol-Cyclase gebildet wird. Deren Gen konnte bisher nur aus verschiedenen Pflanzen
isoliert werden.

Vom Lupeol unterscheiden sich die nachfolgenden pentacyclischen pflanzlichen Triterpene
durch einen sechsgliedrigen E-Ring. o~ und B-Amyrin sind hdufige Bestandteile von
Triterpen-Saponinen. Das Gen der Oxidosqualen-o-Amyrin-Cyclase wurde bisher nur aus
Pisum sativum isoliert, wihrend das der Oxidosqualen-f-Amyrin-Cyclase schon aus meh-
reren Pflanzen kloniert wurde.

Als vorléaufig letzter Typ von Triterpen-Cyclasen wurde aus der Schwammgurke Luffa

cylindrica das Gen einer Oxidosqualen-Isomultiflorenol-Cyclase isoliert.
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Abbildung 4: Isolierte bzw. klonierte Triterpen-Cyclasen und ihre Hauptcyclisierungspro-
dukte. Gezeigt ist die Biosynthese von Squalen aus zwei Molekiilen Farnesyldiphosphat (FPP)
durch die Squalen-Synthase (1) und dessen anschlieBende Cyclisierung durch die Squalen-
Hopen-Cyclase (2) bzw. Squalen-Tetrahymanol-Cyclase (3). Wird Squalen durch die Squalen-
Epoxidase (4) zum 2,3-Oxidosqualen umgewandelt, kann es von den Oxidosqualen-Cyclasen
Lupeol-Cyclase (5), Cycloartenol-Cyclase (6), Lanosterol-Cyclase (7), a-Amyrin-Cyclase (8),
B-Amyrin-Cyclase (9) bzw. Isomultiflorenol-Cyclase (10) umgesetzt werden.
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1.4 Squalen-Hopen-Cyclasen

Bei den pentacyclischen Cyclisierungshauptprodukten von Squalen kann zwischen Hopen
mit einem fiinfgliedrigen E-Ring und Tetrahymanol mit einem sechsgliedrigen E-Ring

unterschieden werden.

Die Squalen-Tetrahymanol-Cyclase wurde erstmals aus Tetrahymena thermophila isoliert
(SAAR, 1989; SAAR et al., 1991). Die Biosynthese von Tetrahymanol ist auch in anderen
Ciliaten, einigen Pflanzen und Pilzen (MALLORY et al., 1963; ZANDER et al., 1969; KEMP
et al., 1984; HOLLER et al., 1993) sowie vereinzelt auch in Prokaryoten wie Rhodopseudo-
monas palustris, Photorhizobium sp. oder Bradyrhizobium japonicum nachgewiesen wor-
den (KLEEMANN et al., 1990; PERZL, 1996). Bisher gelang es jedoch noch nicht, das Gen

dieser Cyclase zu klonieren.

Im Gegensatz dazu ist eine Aktivitdt der Squalen-Hopen-Cyclase (SHC), dem Schliissel-
enzym der Hopanoid-Biosynthese, bisher ausschlieBlich aus Bakterien bekannt. So konnte
nach Alicyclobacillus acidocaldarius (OCHS et al., 1992) das Gen der SHC auch aus
A. acidoterrestris (CHOIL, 1995), Bradyrhizobium japonicum (PERZL et al., 1997), Methylo-
coccus capsulatus (TIPPELT et al., 1998), Rhodopseudomonas palustris (RAHN, 1996) und
Zymomonas mobilis (REIPEN et al., 1995) kloniert und sequenziert werden. Auch bei der
Sequenzierung mehrerer prokaryotischer Genome konnten ab 1996 eine Reihe von Se-
quenzen mit deutlichen Homologien zu den bekannten SHC-Genen nachgewiesen werden.
In diesen Féllen muf3 in der Regel jedoch erst noch gekliart werden, ob das Gen in den
betreffenden Organismen iiberhaupt exprimiert wird, ob es sich bei dem Genprodukt auch
tatsdchlich um eine Hopen-Cyclase handelt oder ob eventuell ein anderes Cyclisie-

rungsprodukt gebildet wird.

Pflanzliche Hopanoide besitzen in der Regel eine Hydroxylgruppe am C-3 und gelten des-
halb als Cyclisierungsprodukt des Oxidosqualens. Da jedoch noch keine Hopen-Cyclasen
aus Pflanzen isoliert werden konnten, bleibt vorldufig noch offen, ob es sich hier um
Oxidosqualen-3-Hydroxyhopen-Cyclasen handelt oder es sich vielmehr um Squalen-
Cyclasen handelt, die aufgrund ihrer relativ geringen Substratspezifitit in der Lage sind,
neben Squalen auch Oxidosqualen zu cyclisieren (ABE & ROHMER, 1994).

Alle bisher charakterisierten SHC sind Proteine, die aus ca. 630 - 660 Aminosduren beste-
hen (MW ca. 70 - 75 kDa) und sind damit im Durchschnitt um ca. 100 Aminoséuren klei-
ner als die eukaryotischen OSC (MW 78 - 88 kDa). Ein Vergleich der Aminoséure-

sequenz aller bekanten Squalen- und Oxidosqualen-Cyclasen zeigt deutliche Sequenz-
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homologien. Neben zahlreichen {iber die gesamte Proteinsequenz verstreuten konservierten
Aminosduren fallen vor allem zwei Sequenzmotive auf, die fiir alle Triterpen-Cyclasen
charakteristisch sind. Bei der als QW-Motiv bezeichneten Sequenz handelt es sich um ein
repetitives, 16 Aminosduren umfassendes Motiv mit der Konsensussequenz R/K-A/G-X3-
F/W/Y-L-X3-Q-X3-G-X-W. Es findet sich an entsprechenden Positionen in allen Triterpen-
Cyclasen, wo es bis zu achtmal vorkommt (zur Position der QW-Motive innerhalb der Se-
quenz der Triterpen-Cyclasen siche Anhang; PORALLA, 1994; PORALLA et al., 1994). Da-
gegen ist das zweite, aspartatreiche Sequenzmotiv nur jeweils einmal vorhanden (ABE &
PRESTWICH, 1994). Hier unterscheidet sich die Konsensussequenz D-X-D-D-T-A in
Squalen-Cyclasen von der in Oxidosqualen-Cyclasen, wo dieses Motiv mit der Sequenz
D-C-T-A-E auftritt (zur Funktion beider Motive siehe unten).

Die Sequenzhomologien zeigen, daf} es sich bei den Triterpen-Cyclasen trotz unterschied-
licher Reaktionsprodukte der jeweiligen Enzyme um eine Gruppe phylogenetisch ver-
wandter Proteine handelt. Es wird angenommen, daf3 sich die eukaryotischen OSC von den
prokaryotischen SHC ableiten und die Hopanoide kénnen somit als die phylogenetischen
Vorlaufer der Sterole als Membranstabilisatoren betrachtet werden (ROHMER et al., 1979;
PORALLA, 1982; OURISSON, 1989; OURISSON & NAKATAMI, 1994).

Ein entscheidender Beitrag zum Verstdndnis der Struktur und Funktion bakterieller Triter-
pen-Cyclasen lieferte die erfolgreiche Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse der SHC
aus 4. acidocaldarius (WENDT 1994; WENDT et al., 1997; 1999). Danach besitzt das Pro-
tein eine hantelformige Struktur, die von zwei Doménen gebildet wird, bei denen o-
helicale Strukturen deutlich iiberwiegen (Abbildung 5). Die erste Doméne besitzt mit zwei
konzentrischen Biindeln aus jeweils sechs o-Helices (o/06-Barrel) eine wesentlich geord-
netere Struktur als die zweite Doméne. Eventuell ist diese durch eine Genduplikation und
anschlieende Modifikationen aus der Domine 1 entstanden (WENDT, 1997; WENDT &
ScHuLZ, 1998).

Die schon erwidhnten QW-Motive stellen ein Strukturmotiv auf der Oberfldche beider Do-
manen dar. Sie finden sich immer am C-terminalen Ende einer dufleren o-Helix, wobei der
namengebende Teil der Sequenz (Q-X3-G-X-W) eine daran anschlieBende Loop-Struktur
ausbildet. Durch zahlreiche Wechselwirkungen zwischen benachbarten Helices stabilisie-
ren sie das Protein, was als Anpassung an die stark exergonische Reaktion der Squalen-
Cyclisierung verstanden wird (WENDT et al., 1997). Inzwischen konnte durch Mutagenese-
experimente fiir einige QW-Motive tatsdchlich ein Einflul auf die Thermostabilitit des

Enzyms nachgewiesen werden (SATO & HOSHINO, 1999a, 2001).
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Domaéne 1 QW3

[B]

Abbildung 5: Struktur der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius. |A] Molekiiloberfliche des
Proteins mit dem eingezeichneten Verlauf der Aminsdurenkette als Ribbonmodell. Blau: duflere o-
Helices, gelb: innere a-Helices, griin: B-Sheets, rot: Inhibitor LDAO im aktiven Zentrum im Mole-
kiilinneren. Die gestrichelte Linie markiert die ungefdhre Lage des Kanals von der Molekiiloberfla-
che ins aktiven Zentrum, N und C markieren die N- bzw. C-Termini des Proteins. [B] das entspre-
chende schematische Topologiemodell (nach WENDT et al., 1997) der a-Helices (Kreise), 3,o-Helix
(Sechseck), B-Sheets (Quadrate) und der QW-Motive (Zickzacklinien).

Wie alle anderen Triterpen-Cyclasen ist auch die SHC ein membranassoziiertes Protein.
Dabei ist ein hydrophobes Areal auf der Oberfliche der Doméne 2 fiir die Membraninter-
aktion verantwortlich. Die dieses Areal umgebende positiv geladenen Aminosduren ver-
starken durch ionische Wechselwirkungen mit den sauren Kopfgruppen der Membran-
lipide die Verankerung des Enzyms in der Membran. Das partielle Eintauchen in die
Membran ermdglicht dem Enzym auch den Kontakt mit seinem Substrat, da das hydro-
phobe Squalen in der Membran geldst vorliegt. Uber einen schmalen Kanal im Zentrum
der Membranbindungsstelle hat das Substrat Zugang zum aktiven Zentrum, welches sich
als Hohle im Inneren des Proteins befindet (Abbildung 6).

Die Cyclisierung von Squalen (bzw. 2,3-Oxidosqualen) gehort zu den komplexesten be-
kannten Reaktionen, die von einem einzigen Enzym katalysiert werden (COREY et al.,
1994). Dies erkldrt auch, warum diese Enzyme und ihr Reaktionsmechanismus schon seit
vielen Jahren Gegenstand intensiver Forschungsarbeiten sind. Schon vor der Aufklarung

der Rontgenstruktur der SHC aus A. acidocaldarius konnten wichtige Erkenntnisse liber
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grundlegende Eigenschaften dieser Triterpen-Cyclasen gewonnen werden. Durch die ge-
zielte Mutagenese von Aminosduren, die bei mehreren Triterpen-Cyclasen konserviert
sind, konnten einige identifiziert werden, deren Austausch drastische Auswirkungen auf
die Enzymaktivitat hatte (FEIL ef al., 1996; COREY ef al., 1996, 1997a, 1997b). Diese Er-
gebnisse lieferten erstmals Hinweise auf potentielle Aminosduren des aktiven Zentrums
dieser Cyclasen. Durch Markierungsexperimente mit Squalen- bzw. Oxidosqualen-
analogen Inhibitoren konnten weitere wichtige Aminosduren identifiziert werden (ABE &
PRESTWICH, 1994, 1995; ABE et al., 1997). Zudem lieferten Inhibitor-Experimente (COREY
et al. 1995; COREY & CHENG, 1996; COREY et al. 1997b) und die Isolierung und Charak-
terisierung tetra- und pentacyclischer Nebenprodukte der SHC aus A. acidocaldarius
(PALE-GROSDEMANGE et al., 1998) wichtige Erkenntnisse iiber den Reaktionsmechanis-
mus. Sie machten deutlich, dal die Cyclisierungsreaktion iiber einzelne intermedidre car-
bokationische Zwischenstufen verlauft.

Damit die Reaktion der Squalen-Cyclisierung erfolgreich ablaufen kann, muf} das aktive
Zentrum des Enzyms eine Reihe von Eigenschaften besitzen, um diese komplexen Aufga-
ben auch erfiillen zu kdnnen. Hierzu gehoren die Faltung des in das aktive Zentrum hinein-
diffundierten Squalens in die richtige Konformation, die Initiierung der Cyclisierungsreak-
tion durch Protonierung, die Stabilisierung der intermedidren Carbokationen und eine ge-
regelte Termination der Reaktion. Schlielich miissen die bei der Reaktion gebildeten cyc-
lischen Verbindungen wieder aus dem Inneren des Enzyms herausgelangen konnen, damit
das aktive Zentrum fiir die ndchste Cyclisierung zur Verfiigung steht. Durch die inzwi-
schen bekannte dreidimensionale Struktur des aktiven Zentrums der SHC (Abbildung 6)
ist es nun mdglich, die aus fritheren Versuchsergebnissen abgeleiteten Vorstellungen iiber
den Reaktionsmechanismus zu iiberpriifen und gegebenenfalls zu modifizieren. Durch die
Auswertung der Rontgenstrukturdaten und anderer Daten konnte die bisher umfassendste
Hypothese iiber den Reaktionsmechanismus der Squalen-Cyclisierung postuliert werden
(WENDT et al., 1997, 1999; WENDT & SCHULZ, 1998).

Demnach diffundiert Squalen in den langgestreckten Hohlraum des aktiven Zentrums im
Proteininneren. Der obere und untere Abschlufl dieser Hohle wird tiberwiegend von pola-
ren Aminosduren gebildet, wihrend der mittlere Abschnitt mit hydrophoben Resten — dar-
unter ungewohnlich viele aromatische Aminosduren — ausgekleidet ist (oben bzw. unten
bezieht sich auf eine rdumliche Orientierung des Molekiils wie in Abbildung 5A). Man
nimmt an, daf} hier das Squalen in die fiir die Cyclisierung zu Hopen erforderliche all-pra-

Sessel-Konformation vorgefaltet wird. Die polaren Reste im oberen Bereich des aktiven
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Zentrums werden fiir die Initiierung der Cyclisierung verantwortlich gemacht, die durch
Protonierung der ersten Squalendoppelbindung durch D376 eingeleitet wird. Unterstiitzt
wird dies durch die benachbarten und liber Wasserstoff- und Salzbriicken verbundenen
Aminosduren D374, D377 und H451. Alle drei Aspartatreste sind Teil des konservierten
Sequenzmotivs DXDDTA, dessen Bedeutung fiir die Enzymaktivitit schon frither nach-

gewiesen wurde (FEIL et al., 1996; COREY et al., 1997a).

Abbildung 6: Modell fiir die Bindung der SHC von A. acidocaldarius an eine Lipidmembran.
Links das Modell einer Lipiddoppelmembran (HELLER et al., 1993); rechts die SHC, die mit einem
hydrophoben Bereich in die Membran eintaucht und so angeschnitten wurde, daf3 das aktive Zen-
trum im Molekiilinneren mit dem Inhibitor LDAO (grau) und der Kanal zur Molekiiloberflache
freigelegt wurde. Der Pfeil zeigt den Weg des Substrats Squalen aus der Membran durch den Kanal
in das aktive Zentrum hinein. Das ,,Loch* in der Membran vor der Kanal6ffnung ist in vivo durch
Acylketten der Fettsduren sowie Squalen und dessen Cyclisierungsprodukte ausgefiillt. Oben zum
GroBenvergleich ein Hopenmolekiil.

Durch die Protonierung der ersten Doppelbindung des Squalens entsteht ein Carbokation,
welches durch Umlagerung von Bindungen und damit einhergehender Cyclisierungen
durch das Molekiil wandert (Abbildung 7). Die bei der Reaktion auftretenden intermedia-
ren, reaktiven Carbokationen miissen durch das Enzym stabilisiert werden, um uner-

winschte Nebenreaktionen zu verhindern. Hierfir kommen vor allem die zahlreichen aro-
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matischen Aminosduren im mittleren Abschnitt des aktiven Zentrums in Betracht. Durch
Wechselwirkungen mit ihrem m-Elektronensystem sind sie in der Lage, Carbokationen zu
stabilisieren (JOHNSON ef al., 1987; DOUGHERTY, 1996). Auch die ungepaarten Elektronen-
paare der Hydroxylgruppen der Tyrosinreste konnten stabilisierend wirken. Durch den
hydrophoben Charakter verhindern die aromatischen Aminosiduren zudem, dal Wasser-
molekiile mit den intermedidren Carbokationen in Kontakt kommen. Auf diese Weise wird
eine vorzeitige Termination der Cyclisierungsreaktion verhindert. Aufgrund ihrer Lage im
aktiven Zentrum diirften die aromatischen Aminosduren W312, W489 und F365 fiir die
Stabilisierung der Carbokationen C-4", C-10" und C-8" verantwortlich sein (zur Numerie-
rung der Carbokationen siche Abbildung 7). Die sauren Reste D374 und D377 sowie die
Hydroxylgruppen von Y609 und Y612 diirften ebenfalls an der Stabilisierung beteiligt
sein. Bei den nichsten Carbokationen diirften diese Funktionen die Reste W169 (C-13"),
F601 (C-18") und F605 (C-22") iibernchmen (WENDT, 1997; WENDT et al., 1999).

Nach dem Reaktionsstart im oberen und der Cyclisierungen im mittleren Bereich des akti-
ven Zentrums kommt es abschlieend im unteren polaren Abschnitt zur Termination der
Reaktion. Dazu muf} die positive Ladung aus dem Substratmolekiil eliminiert werden. Bei
der Hopenbildung geschieht dies durch Abspaltung eines Protons vom Hopanyl-Kation.
Jedoch liefert die Rontgenstruktur keinen Hinweis auf eine geeignete Aminosdure an die-
ser Position, die die Funktion einer katalytischen Base iibernehmen konnte. Aus diesem
Grund wird vermutet, dafl diese Funktion von einem polarisierten Wassermolekiil iiber-
nommen wird. Die Polarisierung wird durch weitere Wassermolekiile erreicht, die durch
Wasserstoftbriicken zwischen den Aminosduren E45, E93, R127 und Q262 festgehalten
werden. Dagegen kommt es zur Bildung des schon lange bekannten Nebenprodukts
Diplopterol (SECKLER & PORALLA, 1986), wenn das erste Wassermolekiil stattdessen als
Hydroxyl-lon auf das Hopanyl-Kation iibertragen wird

Aus massenspektrometrischen Analysen der Produkte der SHC ist schon ldnger bekannt
gewesen, dafl neben Hopen und Diplopterol weitere Nebenprodukte in sehr geringer Meng-
en gebildet werden, die aus diesem Grund lange nicht identifiziert werden konnten (FEIL,
1997). Inzwischen gelang es jedoch, einige der hdufigsten Nebenprodukte, die mengenma-
Big jeweils 1 - 2 % des gebildeten Hopens ausmachen, zu isolieren und zu charakterisieren
(PALE-GROSDEMANGE et al., 1998; Abbildung 7). Mit dem Nachweis dieser Nebenpro-
dukte konnte gezeigt werden, da3 eine vorzeitige Termination der Cyclisierungsreaktion,
die zu eben diesen tetracyclischen Verbindungen fiihrt, durch das Enzym nicht vollstindig

unterdriickt werden kann.
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Eupha-7,24-dien

17-Isodammara-

12,24-dien
= 2 ~
B 12 :

Dammara-
13(17),24-dien Neohop-13(18)-en

Abbildung 7: Reaktionsmechanismus der Squalen-Cyclisierung durch die SHC von A. acido-
caldarius (verdndert nach PALE-GROSDEMANGE et al., 1998). Ausgehend vom Squalen in der all-
pra-Sessel-Konformation ist die Cyclisierung zu den beiden Hauptprodukten Hopen und Diplopte-
rol sowie zu den in wesentlich geringeren Mengen gebildeten und bisher charakterisierten Neben-
produkten mit den postulierten Zwischenstufen dargestellt. Aus Platzgriinden ist die Seitenkette ab
dem Isodammarenyl-Kation um 180° um die C-17/C-20-Bindung gedreht dargestellt. Die Positio-
nen der intermedidren Carbokationen sind unter Verwendung der Atomnumerierung im Hopenmo-
lekiil angegeben. *: Bei entsprechender Orientierung der Seitenkette kann das C-13-Carbokation
auch direkt zum Dammarenyl-Kation ohne Umweg iiber das Isodammarenyl-Kation cyclisiert wer-
den.



20 EINLEITUNG

Gleichzeitig konnte damit auch nachgewiesen werden, daf3 bei der Reaktion der SHC ne-
ben der Cyclisierung auch Verschiebungen von Methylgruppen und Protonen vorkommen,
wie dies schon ldnger von den Reaktionen der Oxidosqualen-Cyclasen bekannt ist.

Uber den Mechanismus der Produktfreisetzung kann bisher nur spekuliert werden. Auf-
grund des hydrophoben Charakters von Hopen ist anzunehmen, dal es wieder in die Cyto-
plasmamembran zuriickgefiihrt wird. Wie das starre Ringsystem des Hopens dabei durch
den engen Kanal aus dem Enzym-Inneren heraustransportiert wird, ist bisher noch nicht
geklart. Eventuell ist eine Erweiterung dieser Engstelle durch mobile Loops des Proteins
moglich (WENDT ef al., 1999). Hierfiir konnte die bei der Cyclisierungsreaktion freiwer-
dende Energie von ca. 200 kJ/mol einen Beitrag leisten (WENDT et al., 1997).

Dies alles macht deutlich, dal} die Aufkldrung der Rontgenstruktur der SHC von 4. acido-
caldarius einen wichtigen Meilenstein in der Erforschung der Funktion von Triterpen-
Cyclasen darstellt, aber damit noch lédngst nicht alle Fragen geldst sind. Dazu gehéren zum
Beispiel die bei der Reaktion ablaufenden dynamischen Prozesse, die unter anderem zu
einer Verkiirzung des Squalenmolekiils wihrend der Cyclisierungsreaktion fiihren. Inzwi-
schen wurde auch die Vorstellung geduBBert, daB3 das Substrat wihrend der Reaktion seine
Position im aktiven Zentrum verandern konnte (WENDT et al., 1999).

Bisher liegen noch keine Strukturdaten eines Cokristalls von SHC und Squalen oder einem
der bekannten Produktmolekiile vor, sodall die genaue Lage dieser Molekiile zu den ein-
zelnen Aminoséduren des aktiven Zentrums noch nicht eindeutig geklart ist. Hier konnten in
der letzten Zeit mit der Aufklirung der Rontgenstruktur der SHC mit verschiedenen
squalenanalogen Inhibitoren im aktiven Zentrum einige Fortschritte erzielt werden
(LENHART et al., 2002, LENHART et al., 2003, REINERT et al., 2004).

Die vorhandenen Strukturdaten ermdglichen es, die Funktion der Aminosduren des aktiven
Zentrums der SHC bei der Cyclisierungsreaktion nun durch gezielte Mutagenese zu erfor-
schen. Hier gilt es herauszufinden, wie die einzelnen Aminosduren durch ihren EinfluB3 auf
die Substratfaltung, die Stabilisierung der intermedidren Carbokationen oder die Termina-
tion die Art der gebildeten Reaktionsprodukte mitbestimmen. Kann die Produktspezifitét
auf wenige Aminosduren begrenzt werden, dann reichen geringe Verénderungen bei diesen
Aminoséduren aus, um zu deutlich verdnderten Reaktionsprodukten zu gelangen. So konnte
inzwischen durch den Austausch einer einzigen Aminosdure z. B. eine Lupeol-Cyclase in
eine B-Amyrin-Cyclase und umgekehrt eine -Amyrin-Cyclase in eine Lupeol-Cyclase
umgewandelt werden (KUSHIRO et al., 2000). Ebenso konnte eine Cycloartenol-Cyclase

durch einen AS-Austausch in eine Lanosterol-Cyclase umgewandelt werden (HART et al.,
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1999; HERRERA et al., 2000; WU & GRIFFIN, 2002; MEYER et al., 2002; SEGURA et al.,
2002). Diese Ergebnissen tragen auch dazu bei, die Evolution dieser Enzyme, die fiir die
Vielfalt der bekannten Triterpen-Verbindungen verantwortlich ist, besser zu verstehen.

Gleichzeitig eréffnen diese Kenntnisse auch die Moglichkeiten, durch die Konstruktion
chimirer Proteine oder durch gezieltes ,,protein engineering* neue Enzyme mit verdnderten
oder neuen Eigenschaften zu konstruieren. So konnten inzwischen chimére Sesquiterpen-
Cyclasen durch Exon-Kombination der Gene der 5-epi-Aristolochen-Cyclase aus Nicotia-
na tabacum und der Vetispiradien-Cyclase aus Hyoscyamus muticus konstruiert werden
(BACK & CHAPPELL, 1996). Diese Enzyme produzieren sowohl 5-epi-Aristolochen als
auch Vetispiradien. Auch erste chimére Triterpen-Cyclasen sind inzwischen beschrieben
worden. Hierfiir wurden durch ,,domain shuffling® Teile des Gens der B-Amyrin-Cyclase
von Panax ginseng und der Lupeol-Cyclase von Arabidopsis thaliana kombiniert. Im
Aktivitétstest des exprimierten Genkonstruktes konnten sowohl B-Amyrin als auch Lupeol

als Produkte nachgewiesen werden (KUSHIRO et al., 1999a).

1.5  Ziel der Arbeit

Zu Beginn der Arbeit war die 3D-Struktur der SHC von Alicyclobacillus acidocaldarius
noch unbekannt. Deshalb sollten N- und C-terminale Deletionsmutanten der SHC kon-
struiert werden, um damit die fiir die Enzymaktivitit notwendige minimale Proteingrof3e
festzustellen. Durch diese Deletionen sollte gleichzeitig auch die Zahl der potentiellen
Aminoséduren des aktiven Zentrums der SHC eingeschriankt werden, damit diese Amino-
sduren dadurch leichter identifiziert und dann ndher analysiert werden konnten.

Da noch im Verlauf dieser Arbeit mit der Aufklédrung der 3D-Struktur der SHC gerechnet
werden konnte, sollten diese Informationen dann dazu genutzt werden, gezielt die so iden-
tifizierten Aminosduren des aktiven Zentrums durch Alanin zu ersetzten. Sollten diese
Mutationen Auswirkungen auf die Enzymaktivitdt und das Produktspektrum haben, dann
sollten diese Verdnderungen auch Riickschliisse auf die Funktion dieser Aminosduren im
aktiven Zentrum bei der Substratfaltung und der Stabilisierung intermedidrer Carbokatio-
nen ermoglichen und damit zu einem besseren Verstindnis des katalytischen Mechanismus

der SHC fiihren.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Geréte
Soweit nicht anders angegeben, wurden analysenreine Chemikalien der Firmen Merck AG,

Darmstadt und Roth, Karlsruhe verwendet.

AGS, Heidelberg:
Joey Gel casting System, Vertical Gel Electrophoresis System

Applied Biosystems, Weiterstadt:
Oligonukleotide
Appligene, Heidelberg:
Ethidiumbromid
Bachofer, Reutlingen:
Spannungsquellen, pH-Meter, UV-Tisch
Boehringer Mannheim, Mannheim:
T4-DNA-Ligase, Shrimps Alkalische Phosphatase
Branson Sonic Power Comp., Dunbury, CT, USA:
Branson Sonifer B-12
Clontech, Heidelberg:
Transformer Site-Directed Mutagenesis Kit
Difco, BD, Heidelberg:
Bacto-Trypton, Hefeextrakt
DuPont de Nemours, Bad Homburg:
Sorvall Zentrifuge RC2-B
Eppendorf, Hamburg:
Photometer 1101M
Eurogentec, Seraing, Belgien:
Oligonukleotide, Restriktionsendonucleasen
Fluka, Neu-Ulm:
Cross-linker, Bactoagar
Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe:
LB Broth Base, LB Agar, Agarose
Gilson, ABIMED Analysentechnik, Langenfeld:
MicroFraction Collector 203, Miniplus 2 Peristaltikpumpe
Greiner Labortechnik, Frickenhausen:
Halbmicrokiivetten
Heraeus Instruments, Hanau:
Biofuge 13, Biofuge 22R
Isco, Lincoln, NE, USA:
UV-Monitor UA-5, Type 6 Optical Unit
J&W Scientific, Folsom, CA, USA:
DBS5-Kapillarsdule (30 m; 0,32 mm i.D.; 1,0 um Schichtdicke)

LKB, Freiburg:
Multiphor NovaBlot 2117-250
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Macherey-Nagel, Diiren:
Nucleobond AX-100, NuleoSpin-Kit, GC/MS-Sédule Optima-5-MS (15 m, 0,25 mm
1.D., 0,25 um Schichtdicke)

MBI Fermentas, St. Leon-Rot:
Restriktionsendonucleasen, T4 DNA Ligase, T4 DNA Polymerase, T4 Polynucleo-
tid Kinase, 100/1000 bp DNA Ladder-Mix,

Merck, Darmstadt:
Trypsin, Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz, DC-Fertigplatten Kieselgel 60

Millipore, Eschborn:
Micropure-EZ Enzyme Remover

MWG-Biotech GmbH, Ebersberg:
Hybaid-PCR-Gerét

New England Biolabs, Schwalbach/Taunus:
Restriktionsendonucleasen, T4 DNA Ligase, T4 DNA Polymerase, T4 Polynucleo-
tid Kinase, A-BstE II-Marker,

peqlab, Erlangen:
IPTG, Agarose-Gelelektrophoresekammern

Pharmacia, Freiburg i. Br.:
E. coli JM105, pUCI18, pUC19, pKK223-3, A.L.F.™ DNA Sequencer, Auto-
Read™ Sequencing Kit, Oligonukleotide, ATP, DTT, T7 DNA Polymerase, Q
Sepharose HP, Sephacryl S-300 HR, Superdex 200 HR, FPLC Basic System, Low
Molecular Weight Calibration Kit, High Molecular Weight Calibration Kit, High
Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kit, GeneQuant Photometer

Polaroid, Offenbach:
Polaroidfilm 667
Promega, Mannheim:
E. coli BMH 71-18 mutS
Qiagen, Hilden:
pQE-8, Qiaex DNA Gel Extraction Kit, Ni*’-NTA-Agarose, Ni*"-NTA-Spin Kit
Roth, Karlsruhe:
RotiphoreseGel 30, Roti®-Load Proteinauftragspuffer, IPTG, RNase, TRIS, SDS,
X-Gal
Schleicher & Schuell, Einbeck:
Einmal-Sterilfilter 0,2 pm

Serva, Heidelberg:
Ampicillin Na-Salz, Tetracyclin, Triton X-100, Serva Blue Vertical 100/C-Gel-
elektrophoresekammer, Serva Blau R
Shimadzu Deutschland, Duisburg:
Gaschromatograph GC-9A, Integrator C-R3A Chromatopac
Sigma-Aldrich Chemie, Deisendorf:
BSA, DMSO, DNase, Lysozym, Squalen, PMSF, PEG 8000
Spectronic Instruments, Inc., Rochester, NY, USA:
French Pressure Cell Press
Supelco, Sigma-Aldrich Chemie, Deisendorf:
Genelute Agarose Spin Column

United States Biochemical Corp. (USB), Cleveland, OH, USA :
dATP, dCTP, dTTP, dGTP
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2.2 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

2.21 Escherichia coli Stamme

Stamm Genotyp Referenz

JMB&3 F, araA(lac-proAB), rpsL (Str'), [#80d lacA YANISH-PERRON et al.,
(lacZ) M15], thi 1985

JM101 F’ traD36 lacl’ A(lacZ)M15 proA'B"/ supE YANISH-PERRON et al.,
thi A (lac-proAB) 1985

IM105 thi, rpsL (Str'), endA, sbcBl15, hsdR4, supE, YANISH-PERRON et al.,
D(lac-proAB), F' [traD36, proAB", lacl’, 1985
lacZDM15]

DH5a deoR, endAl, gyrA96, hsdR17(ry my'), re- HANAHAN, 1983

BMH 71-18 mutS

cAl, reldl, subE44, thi-1,
argFV169), ¢808lacZA'MIS, F, A
supE, thi-1, A(lac-proAB), F’[proAB", lac I
ZAM15], mutS::"Tnl0

A(lacZYA-

ZELL & FRriTZ, 1987

2.2.2 Klonierungsvektoren

Vektor Resistenz / Grolie Referenz

pUCI18 Amp', 2686 bp Y ANISH-PERRON et al., 1985
pUC19 Amp', 2686 bp Y ANISH-PERRON et al., 1985
pQE-8 Amp', 3,4 kb QIAGEN

pKK223-3 Amp', 4584 bp BRrosIus & HOLY 1984

2.2.3 Plasmide

Plasmid Beschreibung Herkunft

PCyc pCyc mit N-terminalem His¢-tag FEIL (1996)
pCyc-DelN1 pCyc mit Deletion der Aminosduren A2 - E7 diese Arbeit
pCyc-DelN2 pCyc mit Deletion der Aminosduren A2 - N39 diese Arbeit
PKSHC SHC {iber EcoR I/Pst I in pKK223-3 WENDT (1994)
pUC-CycC Xba I/Sac 1-Fragment aus pKSHC in pUC18 diese Arbeit
pUC-CycD Sac 1/BamH I-Fragment aus pKSHC in pUC18 diese Arbeit
pUC-CycE BamH 1/Pst 1-Fragment aus pKSHC in pUC18 diese Arbeit
pUC-CycDE Sac 1/Pst I-Fragment aus pKSHC in pUCI18 diese Arbeit
pUC-CycD420 pUC-CycD mit Y420A-Mutation diese Arbeit

pUC-CycD451

pUC-CycD mit H451A-Mutation

diese Arbeit



25

Plasmid (Forts.)

Beschreibung

Herkunft

pUC-CycD489
pUC-CycE601
pUC-CycDE420

pUC-CycDE451

pUC-CycDE489

pUC-CycDE601

pUC-CycD mit W489A-Mutation
pUC-CycE mit F601 A-Mutation

Sac 1/Hind 111 —Fragment mit Y420A-Mutation aus

pUC-CycD420 in pUC-CycDE

Sac 1/Pst I-Fragment mit H451A-Mutation aus
pUC-CycD451 in pUC-CycDE
Sac 1/Pst I-Fragment mit W489A-Mutation aus
pUC-CycD489 in pUC-CycDE

Sac 11/Pst 1-Fragment mit F601A-Mutation aus
pUC-CycE601 in pUC-CycDE

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

2.2.4 5’-Fluorescein-markierte Sequenzierprimer

Primer

Sequenz

M13 Universal
M13 Reverse
seql

seq2

seq3

seq4

AaSeql
AaSeq2
PKKcycN
PKKcycC

f-CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT
f-CAGGAAACAGCTATGAC
f-GTCTCCACGAGGTATTGC
f-GCCGTAGAGGTAATTGAC
f-CGACAATCCAGCGGAATC
f-CGACATGACGCAGCATCC
f-CTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAG
f-GAGAATCTTGAGGCCGATGAG
f-GCTGTTGACAATTAATCATC

f-GAAGTTCTCGTAGTGGCTCC

In den nachfolgenden Primersequenzen sind Restriktionsschnittstellen durch Unterstrei-

chungen hervorgehoben. Das entsprechende Restriktionsenzym ist in der letzten Spalte der

Tabelle angegeben. Erfolgreich mutierte Klone konnen durch Restriktionsverdau mit die-

sem Enzym wegen der zusitzlich eingefligten bzw. durch stille Mutation zerstorten

Schnittstelle anhand des verdnderten Restriktionsfragmentmusters erkannt werden. Bei den

Selektionsprimern schneidet das angegebene Enzym Wildtyp-DNA, nicht jedoch die bei

der Mutagenese durch den Selektionsprimer verdnderten Plasmide. Bei den Mutagene-
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seprimern sind die Codons der gegen Ala ausgetauschten AS grau unterlegt. Bei den Dele-

tionsprimern kennzeichnet ein { die Position der eingefiihrten Deletionen.

2.2.5 Mutageneseprimer

Primer Sequenz Enzym
DeIN1 CACCATCACCATCACIGCGCCAGCCTACGCGCGGAC Nae 1
DelIN2 CACCATCACCATCAC{GTGACGATGGAAGCGGAG Eco72 1
DelCl CCGCCACGTGTTTCCG TGAGGCCTGCGATGGGATCTG Stu 1
DelC2 ATAAATAAGCTT GGATC) CGGAAACACGTGGCGGTACA Hind 111
BamH 1
DelC3 GACGGCGGCTGGGATI TAATAGTGAGCTCGTACTACACCGGCAC  Sac
Ecol53+ CGCCATCGAATGAATTCGGAGCGCCAAGA EcoR 1
Bam1846- CCGCTCGTACGAAGATCCGGCGTACGCGGGTAA BamH 1
Y420A GGCGGTTGGCGGCGCTGCAGACGTCGACAACACG Pst1
H451A AGAGGACCTCACCGCCGCGGTGCTCGAGTGTTTC Sac 11
W489A  AGCTGGTTCGGTCGTGCCCGCGTCAATTACCTC NgoM 1
F601A ACTACACCGGCACGGGAGCTCCAGGGCATTTCTAC Sac 1

2.2.6 Selektionsprimer

Primer Sequenz Enzym
Switch Oligo CTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTT EcoR'V
PKKmut TATTTCACACCGCATATTGTGCACTCTCAG Nde 1
pUC-SsplA AAATGCTTCAATAACATTGAAAAAGGAAGAG Ssp 1
pUC-SspIB CTCTTCCTTTTTCAATCTTATTGAAGCATTT Ssp 1

2.3 Nahrmedien und Kulturbedingungen

2.3.1 Nahrmedien

Alle Medien wurden mit HyOgeion angesetzt und 20 min bei 121 °C autoklaviert. Die iibli-
chen Selektionsantibiotika wurden den Medien zu folgenden Endkonzentrationen vor dem

Beimpfen zugegeben:

Ampicillin: 100 pg x ml! (in HyOgeion, gelost und sterilfiltriert)
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Tetracyclin: 50 pg x ml™ (in Ethanol geldst)

e LB Broth Base (Fertigmedium)
e LB fiir 20 I-Fermenter (pH 7,0):

e LB Agar (Fertigmedium)

¢ M9-Minimalmedium:

10x-Salz-Stammldsung (500 ml):

Glucose-Stammlosung:
Thiamin-Stammldsung:

Streptomycin-Stammldsung:

MO-Fliissigmedium:

MO-Agar:

2.3.2 Kultivierung der Zellen

20gx1!

200 g BactoTrypton
100 g Hefeextrakt
200 g NaCl

32gx1!

30 g Na,HPO4

15 g KH,PO,

5 g NH4C1

2,5 g NaCl

5 ml MgSO, x 7 H,O (0,246 g x ml™)*
0,5 ml CaCl, x 6 H,O (0,147 g x ml™)*

* getrennt autoklavieren
0,2 gxml” in H,O
I mg X ml"! Thiamin-HCI in H,O, sterilfiltriert

10 mg x ml™" Streptomycinsulfat in H,O,

sterilfiltriert

10 % Salzstammldsung
2 % Glucosestammldsung
1 pg x ml™" Thiamin

25 ug x ml™ Streptomycin

wie M9-Fliissigmedium, mit 15 g x I"' Bactoagar

Die Kultivierung der Zellen in Fliissigkultur erfolgte in Reagenzgldsern mit 5 ml Medium,

in 500 ml Erlenmeyerkolben (mit Schikane) mit 100 ml Medium bzw. in 2 1 Erlenmeyer-

kolben (mit Schikane und Drahtspirale) mit 750 ml Medium. Die Inkubation erfolgte in

einem Schiittler bei 37 °C und 200 Upm. Zur Induktion der SHC-Expression wurde nach

einer Inkubationszeit von ca. 6 h den Kulturen IPTG (Endkonzentration 1 mM) zugegeben

und diese fur weitere 4 h im Schittler inkubiert. Fiir GroBansétze wurde ein 20 Liter-



28 MATERIAL & METHODEN

Fermenter (37 °C, 100 Upm, Beliiftung: 10 1 x min) eingesetzt. Agarplatten wurden im
Brutschrank {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Lyophilisierte Zellen von E. coli IM105 wurden in 1 ml LB-Medium tiber Nacht inkubiert
und zur weiteren Vermehrung auf M9-Minimalmedium mit Thiamin und Streptomycin
tiberimpft und davon fiir die Stammhaltung Glycerinkulturen (siche 2.3.3) angelegt. Trans-
formierte Zellen von E. coli JM105 wurden wie die anderen E. coli Stimme in LB-

Medium kultiviert.

2.3.3 Stammhaltung

Alle Stamme auf Agarplatten wurden bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert und alle 4 - 6 Wo-
chen auf neue Platten iiberimpft. Fiir Glycerinkulturen wurden 1 ml einer Ubernacht-
Flissigkultur mit 1,5 ml sterilem Glycerin in Glasréhrchen (Schraubdeckel mit Teflon-

dichtung) vermischt und bei -20 °C bzw. -80 °C gelagert.

2.4 Molekularbiologische Methoden
2.41 Isolierung von Plasmid-DNA

Fiir die Isolierung von ,,mini-prep* DNA wurde die Boiling-Lysis-Methode (HOLMES &
QUIGLEY, 1981) verwendet. Dazu wurden 2 - 4 ml einer Ubernacht-Fliissigkultur bzw. 2
ml einer mit 5 ml Saline abgespiilten Agarplatte abzentrifugiert und das Zellpellet in 250
ul STET-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 10 pl einer RNase/Lysozym-Losung
wurde der Ansatz 3 min im Wasserbad gekocht und abzentrifugiert (20 min). Der Uber-
stand wurde in ein neues Cup lberfiihrt und 250 pl Ammoniumacetat (5 M) sowie 500 pl
Isopropanol zugegeben und erneut zentrifugiert (20 min). Der Uberstand wurde dekantiert,
das Pellet 1 - 2 x mit eiskaltem 70 %igen Ethanol gewaschen, bei Raumtemperatur ge-

trocknet und je nach GroBle des DNA-Pellets in 50 - 100 ul TE-Puffer gelost.

STET-Puffer (pH 8,0): 50 mM Tris
8 % Saccharose [w/V]
5 % Triton X-100 [w/v]
50 mM Titriplex

TE-Puffer (pH 7,5): 10 mM Tris
1 mM Titriplex
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RNase/Lysozym-Losung: 1 mg x ml"' RNase
10 mg x ml™ Lysozym
50 mM Tris (pH 8,0)
Saline: 8 g x 1" NaCl
1 gx 1" MgSO, x 7 H,0

DNA fiir Anwendungen mit hoheren Reinheitsanspriichen (Mutagenesen, DNA-Verdau
mit ,,mini-prep“-sensitiven Restriktionsenzymen (z.B. Nde I), DNA-Sequenzierungen)
wurde mit dem NucleoSpin Kit (2 - 4 ml Kulturvolumen) bzw. mit Nucleobond AX-100
aus 35 - 70 ml Kulturvolumen einer Ubernachtkultur nach Anleitung des Herstellers iso-

liert.

24.2 Quantifizierung von DNA

Isolierte Plasmid-DNA wurde im GeneQuant Photometer durch Bestimmung der Absorp-
tion bei A = 260 nm quantifiziert. Fiir die Messung wurden 0,5 - 1 ul des DNA-Isolates
eingesetzt und mit HyOgejon. auf 80 pl aufgefiillt.

2.4.3 Restriktionsverdau

Plasmid-DNA wurde mit Restriktionsendonucleasen unter Verwendung der mitgelieferten
Puffern nach den Herstellerangaben verdaut, wobei die Inkubationszeit in der Regel 1
Stunde betrug. Die zugegebene Enzymmenge wurde unter 5 % des Gesamtvolumens
gehalten. Zur Inaktivierung der Restriktionsenzyme wurde anschlieBend 20 min bei 65 °C
inkubiert. Nicht hitzeinaktivierbare Enzyme wurden — soweit notwendig — mit Hilfe von

Micropure-EZ Enzyme Remover nach Angaben des Herstellers aus dem Ansatz entfernt.

2.4.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4 DNA Polymerase eingesetzt. Der Liga-
tionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 10 pl wurde fiir maximal 16 Stunden im Kiihl-
schrank inkubiert. Vor der Weiterverwendung wurde die Ligase durch Inkubation des An-

satzes fiir 10 min bei 65 °C inaktiviert.
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245 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente Zellen wurden mit einer modifizierten Methode nach CHUNG et al. (1989)
hergestellt. Dazu wurden 100 ml LB mit einer Vorkultur angeimpft und bis zu einer
OD (A = 578 nm) von 0,5 + 0,03 im Schiittler inkubiert. Die Kultur wurde anschlieend
mit Eis schnellstmoglich heruntergekiihlt, weitere 20 min auf Eis inkubiert und in einer
vorgekiihlten Zentrifuge abzentrifugiert (4 °C, 5 min, 1.200 X g). Die Zellen wurden in 10
ml eiskaltem, sterilem TSS-Puffer resuspendiert, zu je 200 ul aliquotiert und bei -80 °C

gelagert.

TSS-Puffer (pH 6,5): 85 % LB-Medium [w/v]
10 % PEG 8000 [w/v]
5% DMSO [v/v]
50 mM MgCl, x 6 H,O

2.4.6 Transformation

Fiir die Transformation wurden 90 pl der kompetenten Zellen verwendet und mit 10 pl
DNA-Losung (Ligationsansatz oder Restriktionsverdau) 20 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschritt im Wasserbad (42 °C, 70 s) nochmals fiir 2 min auf Eis, dann mit 300
bis 500 pul LB-Medium ca. 50 min im Schiittler inkubiert (Erholungsphase). Anschlieend
wurden die Kulturen auf den entsprechenden Selektionsplatten mit einem Drigalski-Spatel
ausplattiert und {iber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Alternativ erfolgte die In-
kubation tiber Nacht in 5 ml LB-Medium im Schiittler.

2.4.7 Ortsspezifische Mutagenese

Mutationen wurden nach der Methode von DENG & NICKOLOFF (1992) mit dem Transfor-
mer™ Site-directed Mutagenesis Kit durchgefiihrt. Die verwendeten Selektions- und Mu-
tageneseprimer wurden zuerst phosphoryliert (1 ug DNA, 1 ul T4 Polynucleotid-Kinase, 2
ul 10x Kinase Puffer mit HyOgeion. auf 20 pl aufgefiillt und 1 h bei 37 °C inkubiert, danach
die Reaktion durch 10 min Inkubation bei 65 °C abgestoppt.

10x Kinase Puffer (pH 7,5): 500 mM Tris
100 mM MgCl,
50 mM DTT
10 mM ATP
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Anschliefend wurden jeweils 1 pl der phosphorylierten Primer mit 1 pg Plasmid-DNA, 2
ul 10x Annealing-Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 pl im Wasserbad 3 min gekocht

und auf Eis 5 min abgekiihlt.

10x Annealing-Puffer (pH 7,5): 200 mM Tris
100 mM MgCl, x 6 H,O
500 mM NacCl

Zur DNA-Synthese wurde diesem Ansatz 3 ul 10x Synthese-Puffer 1 ul T4 DNA Polyme-
rase und 1 ul T4 DNA Ligase zugegeben und auf ein Endvolumen von 30 pl mit HyOgejon,
aufgefiillt und 1 - 2 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70 °C fiir
5 min abgestoppt.

10x Synthese-Puffer (pH 7,5): 100 mM Tris
20 mM DTT
10 mM ATP
5 mM von jedem dNTP

Zur Selektion gegen die nicht mutierte Wildtyp-DNA wurde ein 10 pl-Aliquot dieser Re-
aktion mit dem entsprechenden Selektions-Restriktionsenzym in einem Gesamtvolumen
von 30 ul bei 37 °C 1 - 2 h verdaut. Danach wurde das Restriktionsenzym wieder hitze-

inaktiviert.

Von diesem Restriktionsansatz wurden 10 pl fiir die Transformation von E. coli BMH 71-
18 mutS verwendet (siche 2.4.6) und die Zellen nach der Erholungsphase in 5 ml LB im
Schiittler tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Aus den Zellen wurde die Plasmid-DNA isoliert
(siehe 2.4.1), nochmals mit dem Selektions-Restriktionsenzym verdaut und damit E. coli
JMB83 transformiert. Zur weiteren Anreicherung der Mutanten wurden die Schritte Plas-
mid-Isolierung, Restriktionsverdau und Transformation wiederholt und diesmal die Zellen
auf LB-Platten ausplattiert. Zur Identifizierung positiver Klone wurde deren Plasmid-DNA
isoliert und mit dem Restriktionsenzym verdaut, dessen Schnittstelle bei der Mutagenese
zuséatzlich eingefiihrt bzw. zerstort wurde. Zur Verifizierung der Mutation wurde von ent-

sprechenden Klonen die Plasmid-DNA abschlieBend sequenziert (siche 2.4.10).
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248 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese wurde ultrareine Agarose
(GIBCO) mit einer Agarosekonzentration von 1 % verwendet. Sowohl fiir die Herstellung

der Gele als auch als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet (SAMBROOK ef al., 1989).

TAE-Puffer (pH 8,2): 40 mM Tris
1 mM EDTA

Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt. Nach dem
Gellauf wurden die Gele in einer Ethidiumbromidlosung geférbt, einige Zeit in Leitungs-
wasser entfarbt und auf einem UV-Tisch bei A = 254 nm zu Dokumentation mit einer Pola-

roidkamera fotografiert (Polaroidfilm 667).

6x-DNA-Probenpuffer: 0,25 % Bromphenolblau [w/v]
0,25 % Xylencyanol [w/v]
30 % Glycerol [v/v]
50 mM EDTA

249 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

DNA-Fragmente fiir Ligationen wurden aus Agarose-Gelen mit dem Qiaex Gel Extraction
Kit oder mit Hilfe von Genelute Agarose Spin Column isoliert. In beiden Féllen wurde

dabei nach den Herstellerangaben vorgegangen.

2410 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden nach dem Prinzip der Didesoxy-Kettenabbruchmethode
(SANGER et al., 1977) mit dem AutoRead™ Sequencing Kit und dem A.L.F."™™ DNA Se-
quencer durchgefiihrt. Fiir Sequenzierungen wurde mit NucleoBond AX-100 isolierte
DNA verwendet, wobei ca. 10 ug DNA in 8 pl HyOpigest pro Sequenzierung eingesetzt
wurden. Neben den im Kit enthaltenen 5’-Fluorescein-markierten M13 Universal- und
M13 Reverse-Primer wurden auch nach eigenen Angaben synthetisierte 5'-Fluorescein-
markierte Primer verwendet.

Zusdtzlich wurden Sequenzierungen mit M13 Universal-/Reverse-Primern auch von der
Firma 4base-Lab GmbH, Reutlingen durchgefiihrt. Dazu wurden LB-Agarplatten mit dem

zu sequenzierenden Klon eingeschickt.
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2.4.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde bei den Experimenten zur Konstruktion von C-
terminalen Deletionsmutanten der SHC verwendet. Als Template-DNA diente das Plasmid
pCyc. Die Primer wurden so konstruiert, daB3 {iber eine Restriktionsschnittstelle in der Pri-
mersequenz die Umklonierung des PCR-Fragments in einem neuen Vektor mdglich wurde.

Die PCR-Reaktion erfolgte standardméBig in einem Volumen von 50 ul und enthielt:

0,1 pg Template-DNA

100 pmol Primer

0 bis 3 mM MgSO4 x 6 H,O

je | mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP
1 U vent™-Polymerase

5 ul 10x vent'™-Polymerase-Puffer

0,5 ul BSA

mit HyOpigest auf 50 pl auffiillen

Jeder Ansatz wurde mit 50 ul Mineraldl iiberschichtet. Die Amplifikation erfolgte tiber 37

Zyklen mit folgendem Temperaturprogramm:

Hitzedenaturierung: 1 min 94 °C
Primerbindung: 1,5 min bei 60 °C
DNA-Synthese: 3 min bei 73 °C

Abweichend davon dauerte beim 1. Zyklus der Hitzedenaturierungsschritt 3 min und beim

37. Zyklus der DNA-Syntheseschritt 5 min.

2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Western-Blot

Zum immunologischen Nachweis der SHC in Proteinextrakten wurden diese durch SDS-
PAGE aufgetrennt und die Proteine im Semi-Dry-Blot-Verfahren auf eine Nitrocellulose-
membran iibertragen und dort durch eine immunologische Firbereaktion nachgewiesen
(TOWBIN et al., 1979; OcHS, 1990). Dazu wurde das Gel 10 min im Kathodenpuffer inku-
biert. Fiir den Transfer wurden auf die Anodenplatte der Blot-Apparatur (LKB) in folgen-
der Reihenfolge 4 Filterpapiere (getrénkt in Anodenpuffer I), 2 Filterpapiere (getrdnkt in
Anodenpuffer II), Nitrocellulosemembran, Gel, 6 Filterpapiere (getrankt in Kathodenpuf-
fer) und abschlieBend die Kathodenplatte aufgelegt.
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Kathodenpuffer: 40 mM Aminocapronsiure in 20% Methanol
Anodenpuffer I: 300 mM Tris-HCI in 20% Methanol
Anodenpuffer II: 25 mM Tris-HCI in 20% Methanol

Der Proteintransfer erfolgte bei konstanter Stromstirke (0,8 mA x cm™) in etwa 90 min.
Anschliefend wurde die Nitrocellulosemembran in H,O gespiilt und in 0,1 %iger waBriger
Ponceau S-Losung angefirbt. Die Lage der Banden des Proteinmarkers wurde auf der
Membran markiert und diese dann in H,O wieder entfarbt und dann fiir die immunologi-

sche Farbereaktion verwendet (siche 2.5.3).

2.5.2 Kolonie-Western-Blot

Fiir eine schnelle Identifizierung von SHC-exprimierenden Klonen wurde ein Kolonie-
Western-Blot mit anschlieBender immunologischer Farbung durchgefiihrt. Daflir wurde
von den Agarplatten mit den Bakterienkolonien ein Abklatsch auf eine Nitrocellulose-
membran hergestellt. Nach 15 min Inkubation der Membran in CHCl;-Dampfen erfolgte
die Zell-Lyse tiber Nacht im Lysepuffer. Nach der Lyse wurde die Membran 3 mal je 30
min mit TNT-Pufer gewaschen und dann fiir die immunologische Férbereaktion verwendet

(siehe 2.5.3).

Lysepuffer (pH 7,8): 100 mM Tris-HCl
150 mM NacCl
5 mM MgCl, x 6 H,O
1,5 % BSA [w/v]
1 ug x ml™" DNase I
40 pg x ml" Lysozym

TNT-Puffer (pH 8,0): 10 mM Tris-HCl
150 mM NacCl
0,05 mM Tween20

2.5.3 Immunologischer SHC-Nachweis

Die Nitrocellulosemembran nach Western-Blot (siehe 2.5.1) oder Kolonie-Western-Blot
(siehe 2.5.2) wurde 30 min mit dem Blocking-Puffer inkubiert und anschlieend je 10 min

mit PBS- und PBST-Puffer gewaschen. Zum immunologischen Nachweis der SHC wurde
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ein polyklonales Anti-SHC-Kaninchenserum (OCHS, 1990) verwendet. Die Inkubation der
Membran mit diesem Antiserum (0,1 % [v/v]) erfolgte 2 h bei RT in Hb-PBS-Puffer. An-
schlieBend wurde die Membran 3 mal je 10 min mit PBST-Puffer gewaschen. Fiir die
zweite immunologische Reaktion wurde ein Serum mit Anti-Kaninchen IgG aus der Ziege
verwendet, die fiir die Nachweisreaktion mit Alkalischer Phosphatase gekoppelt sind. Die
Inkubation mit diesem Serum (0,01 % [v/v]) erfolgte ebenfalls 2 h bei RT in Hb-PBS-
Puffer. Nichtgebundene Antikdrper wurden durch Waschschritte (3 mal je 10 min) mit
TBST-Puffer entfernt. Fiir die Farbreaktion wurde jede Nitrocellulosemembran im Dun-
keln mit 20 ml APP-Puffer inkubiert, dem jeweils frisch angesetzte 50 ul BCIP-Losung
und 100 pl NBT-Losung zugesetzt wurden. Zum Abstoppen der Farbreaktion wurde die

Membran mit H,O gewaschen und anschlieBend getrocknet.

Blocking-Puffer (pH 8,0): TNT-Puffer (siche 2.5.2)
30 % BSA [w/V]

PBS-Puffer (pH 7.,4): 10 mM K,;HPO4
135 mM NacCl
5 mM KCl

Hb- PBS-Puffer (pH 7,4): PBS-Puffer

0,5 % Hb (Schweinehaemoglobin) [w/v]

PBST-Puffer (pH 7.,4): PBS-Puftfer
0,05 % Triton X-100 [v/v]

TBST-Puffer (pH 8,0): 10 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
0,05 % Triton X-100 [v/v]

APP-Puffer (pH 9,5): 100 mM Tris-HCl
100 mM NaCl
5 mM MgCl, x 6 H,O
NBT-Losung: 50 mg x ml™" Nitroblau-Tetrazolium in

70 % wassriger Dimethylformamidlosung

BCIP-Losung: 50 mg x ml™ 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-
phosphat in Dimethylformamid
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2.6 Proteinchemische Methoden
2.6.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit einem modifizierten Lowry-Test
(PETERSON, 1977). Dazu wurden die Proteinlosungen in Einmalkiivetten (Schichtdicke 1
cm) mit H>O auf 500 pl aufgefiillt, mit 500 ul Reagenz I versetzt und 10 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach Zugabe von 250 ul Reagenz II und weiteren 30 min Inkubation
bei RT wurde die Extinktion der Proben im Photometer bei A = 578 nm gemessen. Bei
jeder Proteinbestimmung wurde mit verschiedenen Konzentrationen einer BSA-Losung

jeweils eine neue Eichgerade erstellt.

Reagenz I: 1 Vol. 0,8 % NaOH
2 Vol. 5 % SDS
1 Vol. KTC-Losung

Reagenz II: 5 Vol. H,O

1 Vol. Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz

KTC-Losung: 10 % Na,CO; [w/V]
0,1 % CuSO4 x 5 H,O [w/Vv]
0,24 % KNa-Tartrat [w/v]

2.6.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fir die Auftrennung von Proteinen erfolgte mit einer diskontinuierlichen SDS-Gel-
elektrophorese. Die Konzentration von Acrylamid betrug im Sammelgel 3 % und im
Trenngel 10,5 %. Es wurde Gele im Format 10 X 8 cm (Serva Blue) bzw. 16 x 14 cm (Joey
Gel Casting System) mit einer Schichtdicke von 1 mm verwendet. Die Proben wurden mit
4x Roti®-Load Proteinauftragspuffer versetzt, im Wasserbad 3 min gekocht, kurz abzentri-
fugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit einer konstanten
Stromstirke von 35 - 45 mA pro Gel durchgefiihrt (Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Gly-
cin, 0,2 % SDS, pH 8,8). Als Molekulargewichtsstandards wurden die Low bzw. High
Molecular Weight Calibration Kits verwendet.
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2.6.3 Farbung von SDS-Gelen

Die Proteinbanden in den SDS-Polyacrylamidgelen wurden durch Coomassie- bzw. Silber-

farbung (BLUM et al., 1987) sichtbar gemacht.

Coomassie-Fdarbung:

Das Gel wurde mindestens 1 h in der Farbelosung geschiittelt, kurz mit H,O abgespiilt und

einige Stunden in der Entfarbelésung bzw. in H,O iiber Nacht entfarbt.

Férbelosung: 45 % H,0
45 % Ethanol
10 % Eisessig
0,2 % Serva Blau R [w/v]

Entfarbelosung: 45 % H,0
45 % Ethanol
10 % Eisessig

Silberfdrbung:

Das Gel wurde zuerst mehrere Stunden im Fixier-Losung geschiittelt. AnschlieBend wurde
20 min mit mehrmals gewechseltem 20 % Ethanol gewaschen, 1 min in der Impragnierlo-
sung inkubiert und mehrmals kurz mit HO gewaschen. Nach 30 min Inkubation in Silber-
nitratldsung wurde nochmals kurz mit H,O gewaschen und das Gel in Sodalésung ge-
schiittelt, bis eine ausreichende Farbung der Proteinbanden erreicht wurde. Zum Abstoppen
der Farbung wurde das Gel in eiskalten Fixierer gelegt. Zur Dokumentation wurden die
Gele anschliefend gewdssert, dann mit einem Scanner eingescannt oder zwischen Ein-

mach-Folien eingespannt und mehrere Tage bei Raumtemperatur getrocknet.

Fixier-Losung: 50 % Methanol
12 % Eisessig

Imprégnierldsung: 150 ml H,O
75 },Ll NaQSQO3 [4,3 % 1n HQO]
100 pl Formaldehyd [37 %]

Silbernitratlosung: 150 ml H,O
100 pl Formaldehyd [37 %]
0,3 g AgNO;
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Sodal6sung: 250 ml H,O
15 g NaCOs
125 pl Formaldehyd [37 %]
2,5 ul Na,S,05 [4,3 % in H,O]

2.6.4 Uberexpression der SHC in Escherichia coli

Zur Uberexpression der SHC wurden Vektoren mit IPTG-induzierbaren lac- bzw. tac-
Promotoren verwendet. Die Kulturen wurden nach dem Beimpfen mit der Vorkultur 4 h
bei 37 °C inkubiert, bevor IPTG zugegeben wurde (Endkonzentration 1 mM). Danach
wurden die Kulturen fiir weitere 4 - 5 h inkubiert und die Zellen durch abzentrifugieren

geerntet.

2.6.5 ZellaufschluB

Der Zellaufschlufl rekombinanter E. coli Zellen wurde entweder mit der French-Press oder
durch osmotischen Schock durchgefiihrt. StandardméBig wurden fiir eine Proteinaufreini-
gung durch Metallaffinititschromatographie ca. 3 g Zellen aus 1 1 Kulturmedium aufge-
schlossen. Bei einer Proteinaufreinigung durch Anionenaustauschchromatographie wurden

ca. 6 g Zellen aus 2,3 1 Kulturmedium verarbeitet.

Zellaufschlufs mit der French-Press:

3 g Zellen (Feuchtgewicht) wurden in 20 ml Puffer (50 mM Tris, 10 mM MgCl, x 6 H,O,
pH 8,0) resuspendiert und zur Herabsetzung der Viskositdt mindestens 50 pl DNase-
Losung (1pg x ml™ in 200 mM Tris, pH 8,0) zugegeben. Unter Kithlung mit Eis wurde der
Ansatz dreimal hintereinander mit der French-Press aufgeschlossen. Um einen verbessertes
Ergebnis zu erzielen, wurde der Zellaufschlu3 abschlieBend noch mit Ultraschall behandelt

(3% je 3 min)

Zellaufschlufs durch osmotischen Schock:

Die Methode von OCHS (1990) wurde in einer leicht modifizierten Weise eingesetzt. Zu-
erst wurden 6 g Zellen (Feuchtgewicht; entspricht in der Regel der Ausbeute bei 3 x 750
ml LB-Kulturen) in 45 ml T-Puffer (200 mM Tris, pH 8,0) resuspendiert, dann 11 g Sac-
charose , 2 ml Titriplex (0,5 M), 25 mg Lysozym, 50 pl DNase- Losung (1pg X ml™ in 200
mM Tris, pH 8,0) und 0,47 ml PMSF-L6ésung (100 mM in Ethanol) zugegeben und iiber
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Nacht im Gefrierschrank bei -20 °C gelagert. Die Zellsuspension wurde aufgetaut, 220 ml
H,Ovigest Zugegeben und auf Eis solange geriihrt, bis eine moglichst homogene Durchmi-
schung erreicht wurde. AnschlieBend wurde unter weiterer Kiihlung mit Eis der Zell-

aufschluf3 dreimal je 3 min mit Ultraschall behandelt.

Fiir groBvolumige Enzymtests zur Isolierung der Enzymprodukte fiir die Strukturaufkla-
rung wurde der Zellaufschlu3 zur Vereinfachung wie folgt durchgefiihrt: in einer 1-Liter-
Schott-Flasche wurden 20 g Zellen mit 90 ml Tris (0,2 M, pH 8,0), 22 g Saccharose, 4 ml
Titriplex (0,5 M), 50 mg Lysozym, 100 ul DNase- Losung (1pg x ml™ in 200 mM Tris, pH
8,0) und 1 ml PMSF-Losung resuspendiert und eingefroren. Die aufgetaute Suspension

wurde mit HyOpjigest auf ein Endvolumen von ca. 500 ml aufgefiillt und ebenfalls mit Ultra-

schall behandelt.

Nach dem ZellaufschluB wurde der gewonnene Rohextrakt entweder direkt fiir die En-
zymtests (siehe 2.5.10) verwendet oder fiir die sdulenchromatographische Aufreinigung
der SHC (siehe 2.5.9 - 2.5.10) durch Membranpréparation (siche 2.5.6) und Hitzedenatu-
rierung (sieche 2.5.7) weiter angereichert. Bis zur Weiterverwertung erfolgte die Lagerung

des Zellhomogenats bei 4 °C.

2.6.6 SHC-Anreicherung durch Membranpraparation

Zur Membranprédparation wurde das Zellhomogenat nach dem AufschluB 60 min bei
40.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand (Cytoplasma) anschlieBend verworfen, Das
Pellet, bestehend aus innerer und duBerer Zellmembran sowie nicht aufgeschlossenen Zel-
len, wurde in Triton X-100 haltigem Puffer resuspendiert, um die SHC mit diesem Deter-
genz aus der Membran herauszuldsen (SCHNAITHMANN, 1971). Fiir die beiden sdulen-
chromatographischen  Aufreinigungsmethoden wurden unterschiedliche Solubilisie-
rungspuffer verwendet, in denen das Pellet durch vortexen sowie mit Hilfe eines Potters

homogenisiert und resuspendiert wurde.

Membranprdparation fiir Metallaffinitdtschromatographie:

Solubilisierungspuffer (pH 8,0): 50 mM NaH,PO4
300 mM NacCl
1 % Triton X-100 [v/v]
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Das Pellet wurde in 16 ml Solubilisierungspuffer resuspendiert, der mit H,Opjqes angesetzt
wurde, um storende ionische Wechselwirkungen bei der nachfolgenden Reinigungsschrit-

ten zu vermeiden.

Membranprdparation fiir Anionenaustauschchromatographie:

Solubilisierungspuffer (pH 8,0): 50 mM Tris
10 mM MgCl, x 6 HO
1 % Triton X-100 [v/v]

Das Pellet wurde in 60 ml Solubilisierungspuffer resuspendiert.

Um Proteaseaktivititen wihrend der Aufarbeitung zu unterbinden, wurden 0,5 ml PMSF-
Losung (100 mM in Ethanol) zugegeben. Zur Abtrennung der solubilisierten Proteine von
den Membranresten wurde erneut 1 h bei 40.000 x g abzentrifugiert und diesmal der Uber-

stand weiterverarbeitet.

2.6.7 SHC-Anreicherung durch Hitzedenaturierung

Da die SHC von A. acidocaldarius aus einem thermophilen Organismus stammt, weist sie
eine wesentlich hohere Temperaturstabilitit als die meisten Proteine von E. coli auf. Durch
eine Hitzebehandlung kann sie deshalb selektiv angereichert werden, wihrend die Wirts-
proteine aus E. coli durch Hitzedenaturierung dabei zerstort werden und abgetrennt werden

konnen (SECKLER, 1984, OcHS, 1990).

Um eine moglichst schnelle Erhitzung zu gewahrleisten, wurde das Solubilisat in Rea-
genzglaser gefiillt und diese in ein Wasserbad bei 60 °C gestellt. Sobald im Solubilisat eine
Temperatur von 56 °C erreicht wurde, wurde noch fiir weitere 7 min inkubiert. Bei Mu-
tanten mit reduzierter Thermostabilitdt wurden diese Temperaturen entsprechend der Ver-
suchsergebnisse (siehe 2.6.8) reduziert. Der Ansatz wurde anschlieend mindestens 30 min
auf Eis abgekiihlt, um eine Renaturierung der ausgefallenen Proteine zu verhindern. Die
ausgefallenen Proteine wurden durch Zentrifugation (1 h bei 40.000 X g) abgetrennt. Der
Uberstand wurde entgast und fiir die weitere siulenchromatographische Aufreinigung ver-

wendet.
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2.6.8 Thermostabilitat der SHC

Um eventuell hitzelabile SHC-Mutanten bei der Aufreinigung durch den Hitzedenaturie-
rungsschritt nicht zu zerstoren, wurden vorher mit dem Zellhomogenat Vorversuche zur
Thermostabilitidt des Enzyms unternommen. Dazu wurden 50 pl Aliquots im Wasserbad
fiir 5 und 10 min bei 40, 45, 50, 55, 60 und 65 °C inkubiert und anschlieend mindestens
30 min auf Eis abgekiihlt. Ausgefallene Proteine wurden abzentrifugiert (30 min, 17.000
Upm) und der Uberstand abgenommen. Der Niederschlag wurde in 20 ul H,O und 8 pl
Proteinprobenpuffer resuspendiert. Vom Uberstand wurden 20 pl mit 8 ul Proteinproben-
puffer gemischt, alle Proben 3 min im Wasserbad gekocht und auf ein SDS-Gel aufgetra-
gen. Die Auswertung der gefarbten Gelen erfolgte mit der Gel-Densitometrie (siche 2.8.5).
Damit wurde die Temperatur bestimmt, bei der der groBte Teil der SHC noch im Uber-
stand gelost vorlag, die dann bei der Proteinreinigung fiir den Hitzedenaturierungsschritt

verwendet wurde.

2.6.9 Proteinreinigung durch Metallaffinitaitschromatographie

Zur Aufreinigung der SHC mit N-terminalem Hisg-tag durch Metallaffinitétschroma-
tographie wurde Sdulenmaterial und NTA-Agarose mit Ni** bzw. Cu*" als Metallionen von
Qiagen verwendet. Alle Puffer bei dieser Reinigung wurden mit HyOpigest angesetzt, um
storende ionische Wechselwirkungen mit dem Sdulenmaterial zu verhindern. Die Sdulen
wurden nach Herstellerangaben gepackt und mit Phosphatpuffer (50 mM NaH,PO,, 300
mM NaCl, 2 mM Imidazol, pH 8,0) dquilibriert. Die Proteinlésung nach dem Hitzedenatu-
rierungsschritt wurde ebenfalls Imidazol zugegeben (2 mM) und auf die Sdule aufgetragen.
In mehreren Waschschritten wurde die Sédule mit dem jeweils 5 bis 10fachen Sadulenvolu-
men gespiilt. Dem dafiir verwendetem Phosphatpuffer (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl,
pH 8,0) wurde 10 % Glycerin und steigende Konzentrationen von Imidazol zugegeben
(siche 3.2.2). Fiir die Elution der SHC wurde zweimal das 5fache Sdulenvolumen Phos-
phatpuffer (50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, pH 8,0) mit 30 % Glycerin und 150 mM
bzw. 250 mM Imidazol aufgetragen. Der Sdulendurchlauf wurde in 2 ml-Fraktionen ge-

sammelt und ausgewertet.

2.6.10 Proteinreinigung durch Anionenaustauschchromatographie

Zur Aufreinigung der SHC durch Anionenaustauschchromatographie wurden 75 ml Q

Sepharose HP in einer Sdule mit 2,5 cm Durchmesser verwendet. Das Sdulenmaterial wur-
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de zuerst mit 4 M NaCl-Puffer (4 M NaCl, 50 mM Tris, 10 mM MgCl, x 6 H,O, pH 8,0)
gewaschen und anschlieBend mit NaCl-freiem Waschpuffer (50 mM Tris, 10 mM MgCl, X
6 H,0, pH 8,0) dquilibriert. Die entgaste Proteinlosung wurde mit einer Geschwindigkeit
von 3,5 - 4 ml x min" auf die Saule aufgetragen und anschlieBend solange mit Waschpuf-
fer gespiilt, bis die UV-Absorption bei A = 280 nm wieder die Grundlinie erreicht hatte.
Die Elution der SHC erfolgte mit einem stufenlosen NaCl-Gradienten (0 - 400 mM NaCl
in 50 mM Tris, 10 mM MgCl, x 6 H,O, pH 8,0). AbschlieBend wurde die Sdule wieder mit
dem 4 M NaCl-Puffer gespiilt. Das Eluat wurde mit einem automatischen Fraktionenkol-
lektor in 8 ml-Fraktionen gesammelt. Nach der Proteinbestimmung und SDS-Gel-
Auswertung wurden die SHC-haltigen Fraktionen vereinigt, mit 30 % Glycerin versetzt

und bei -20 °C gelagert.
2.6.11 Enzymtests

Die Tests zum Nachweis der SHC-Aktivitdt wurden entweder mit dem Rohextrakt nach
ZellaufschluB3 oder mit dem aufgereinigten Enzym durchgefiihrt. Zur Solubilisierung von

Squalen wurden Triton X-100 oder Taurodeoxycholat als Detergenzien verwendet.

Standardenzymtest nach OCHS (1990):

Squalenlésung: 0,5 mM Squalen
0,1 % [w/v] Triton X-100 oder 2 % [w/v] Taurodeoxycholat
0,1 M Na-Citrat (pH 6,5)

Direkt vor Verwendung der Squalenlosung wurde diese mindestens 3 min mit Ultraschall

homogenisiert.

Testansatz: 100 ul Na-Citrat (1 M, pH 4,9)
100 pl Squalenlosung
max. 800 pl Enzymldsung

mit HyOgeion auf 1 ml auffiillen

Die Enzymtest wurden im Heizblock in der Regel 1 h bei 60 °C inkubiert und anschlieBend
die Lipide fiir die weitere Analyse daraus extrahiert (siche 2.6.1). Bei den SHC-Mutanten
wurde wie schon beim Hitzedenaturierungsschritt eine niedrigere Inkubationstemperatur

(50 °C) verwendet. Bei geringer Enzymaktivitit wurde tiber Nacht inkubiert.
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Modifizierte Testvorschrift fiir grofsvolumige Enzymtests:

Fiir die groBvolumigen Enzymtests (Gesamtvolumen > 500 ml) wurde die Durchfiihrung

der Tests etwas modifiziert.

Squalenldsung (Angaben pro Test): 65 ml Na-Citrat (0,1 M, pH 6,5)
0,5 ml Triton X-100
100 pl Squalen (= 85 mg)

Direkt vor Verwendung der Squalenlosung wurde diese mindestens 3 min mit Ultraschall

homogenisiert.

Testansatz: ca. 500 ml Zellhomogenat (siche 2.5.5)
65 ml Na-Citrat (1 M, pH 4,9)
5 ml Triton X-100

Der Testansatz wurde auf einem Magnetriihrer bei Raumtemperatur einige min geriihrt, um
eine gute Durchmischung der Losung und eine Solubilisation der SHC zu gewihrleisten.
AnschlieBend wurde die homogenisierte Squalenlésung zugegeben, der Ansatz gut durch-
geriihrt und im Wasserbad bei 50 °C fiir mindestens 12 h inkubiert. AnschlieBend wurden
die Lipide fiir die weitere Analysen extrahiert (siche 2.6.1).

2.6.12 Molekulargewichtsbestimmung der SHC durch Gelfiltration

Zur Bestimmung des Molekulargewichts der detergenzfreien SHC wurden Gelfitrations-
versuche durchgefiihrt. Dazu wurde eine Sephacryl S-300 HR Séule (1,6 cm Durchmesser,
60 cm lang) zuerst mit einem Tris/MgCl,-Puffer (50 mM Tris, 10 mM MgCl, x 6 H,O, pH
8,0) dquilibriert. Mit einer FluBrate von 0,5 ml x min"' wurden dann jeweils 1 mg des iiber
Anionenaustauschchromatographie aufgereinigten Wildtyp-Enzyms aufgetragen und zur
Detektion die UV-Absorption bei A = 280 nm gemessen. Fiir die Eichung der Saule wur-
den Proteine des High Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kits verwendet. Fiir
jeden Lauf wurden jeweils 500 pg (100 pg bei Ferritin) der im verwendeten Tris/MgCl,-

Puffer gelosten Eichproteine auf die Séule aufgetragen.
2.6.13 Molekulargewichtsbestimmung der SHC durch FPLC

Alternativ zur Molekulargewichtsbestimmung der detergenzfreien SHC durch Gelfiltration

wurden auch entsprechende FPLC-Versuche durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Superdex
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200 HR 10/30 Séule zusammen mit dem FPLC Basic System verwendet. Von den Pro-
benlosungen wurden jeweils ca. 100 pg Protein in einem Gesamtvolumen von 200 pl mit
einer FluBrate von 0,5 ml x min™' aufgetragen. Fiir die SHC wurde wieder iiber Anionen-
austauschchromatographie aufgereinigtes Wildtyp-Enzym verwendet. Die Eichproteine des
High Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kits wurden im Laufpuffer (50 mM
Tris, 10 mM MgCl, x 6 H,O, 200 mM NaCl, pH 8,0) gelost. Die Detektion der UV-
Absorption erfolgte wieder bei A = 280 nm.

2.6.14 Limitierte Proteolyse durch Trypsinverdau

Fiir Versuche zur limitierten Proteolyse der SHC wurde Trypsin aus Rinderpankreas ver-
wendet. Die Protease wurde in einem Tris/CaCl,-Puffer (1 mg Protein X min™ in 50 mM
Tris, 10 mM CacCl, x 6 H,O, pH 8,0) gelost. Standardmiflig wurden im Testansatz 35 pg
der iiber Anionenaustauschchromatographie aufgereinigten Wildtyp-SHC mit 10 pg
Trypsin gemischt und mit dem Tris/CaCl,-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 300 ul auf-
gefiillt. Die Inkubation erfolgte auf Eis bzw. bei 37 °C, wobei nach bestimmten Zeitab-
schnitten Aliquots von jeweils 25 pl entnommen wurden. Durch Zugabe von 1 pl PMSF
(100 mM in Ethanol) und 5 pl Protein-Probenpuffer wurde die Reaktion abgestoppt und
die Aliquots auf ein SDS-Gel zur Auswertung aufgetragen.

Die Versuche der limitierten Proteolyse mit nachfolgender N-terminaler Ansequenzierung
der proteolytischen SHC-Fragmente (siehe 2.5.13) wurden in der Arbeitsgruppe Prof. Dr.
G.E. ScHULZ, Institut fiir Organische Chemie und Biochemie, Universitit Freiburg i. Br.
durchgefiihrt. Dazu wurden 250 pg gereinigte SHC mit 25 pg Trypsin versetzt und mit
Proteolysepuffer (20 mM Tris, 10 mM B-Mercaptoethanol, 0,6 % CsE4 [w/v], pH 8,0) auf
ein Gesamtvolumen von 250 pl aufgefiillt. Nach 1 h Inkubation bei 37 °C wurde der Pro-
teaseverdau durch Zugabe von Protein-Probenpuffer abgestoppt und der gesamte Ansatz

auf mehrere Spuren eines SDS-Gels aufgetragen.
2.6.15 N-terminale Ansequenzierung durch Edman-Abbau

Die im SDS-Gel aufgetrennten proteolytischen SHC-Fragmente (siche 2.5.14) wurde nach
der Anleitung von WENDT (1994) in einer Plotting-Appartur auf eine PVDF-Membran
iibertragen (ca. 1,5 h bei einer Stromstérke von 0,8 mA X cm™). Die Membran wurde mit
Ponceau S angefarbt, die 45 kDa-Bande des proteolytischen Hauptfragments der SHC aus

allen Gel-Spuren ausgeschnitten, mit H,O entfarbt und zur N-terminalen Ansequenzierung
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verwendet. Diese wurde ebenfalls in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. G.E. SCHULZ, Universitit
Freiburg i. Br. durchgefiihrt und die beim Edman-Abbau abgespaltenen Aminosduren

durch HPLC identifiziert.

2.7 Lipidextraktion, Reinigung und Analyse

2.7.1 Lipidextraktion aus Enzymtests

Fiir die Extraktion der Lipide aus den unterschiedlichen Enzymtests wurde die Versuchs-

vorschrift von OCHS (1990) teilweise modifiziert.

Lipidextraktion aus Standardenzymtests:

Standardenzymtests mit einem Gesamtvolumen von 1 ml wurden durch Zugabe von 2 ml
Hexan/Isopropanol (3:2 [v/v]) abgestoppt, auf dem Vortex gemischt, nach der Phasentren-
nung die organische Phase in ein neues Glas tliberfiihrt und im Heizblock bei 100 °C einge-
dampft. Die so isolierten Lipide wurden in 30 pul Hexan/Isopropanol (3:2 [v/v]) gelost und
davon ca. 5 pl zur Analyse in den GC eingespritzt (siche 2.6.3).

Lipidextraktion aus Standardenzymtests mit Entfernung des Triton X-100:

Um Triton X-100 aus den Standardenzymtests zu entfernen, wurden die mit He-
xan/Isopropanol extrahierten Lipide anschlieend iiber Kieselgel gereinigt. Dazu wurden
Pasteurpipetten zur Hélfte mit Kieselgel 60 gefiillt und die in 1 ml Hexan/Ethylacetat (1:1
[v/v]) gelosten Lipide aufgetragen. Zur Elution wurde zwei mal mit je 1 ml dieses Lo-
sungsmittels nachgespiilt und der Durchlauf in einem Glasr6hrchen aufgefangen, wieder

im Heizblock getrocknet und fiir die GC-Analysen verwendet.

Lipidextraktion aus grofvolumigen Enzymtests:

Tritonhaltige groBvolumige Enzymtests mit einem Gesamtvolumen von ca. 600 ml wurden
zuerst mit dem 1,5-fachen Volumen Hexan/Isopropanol (3:2 [v/v]) extrahiert. Nach Pha-
sentrennung im Scheidetrichter wurde die organische Phase abgenommen und die wissrige
Phase nochmals mit dem gleichen Volumen Hexan extrahiert. Die Hexanphase wurde mit
organischen Phase der ersten Extraktion vereinigt und das Losungsmittelgemisch im Rota-
tionsverdampfer abgezogen. Fiir die vollstindige Losung des Riickstands wurde eine ent-
sprechende Menge Hexan/Ethylacetat (1:1 [v/v]) zugegeben. Zur Entfernung des Triton X-
100 wurde die Lipidlésung auf eine Kieselgelsdule (2,5 cm Durchmesser, Kieselgelfiillho-
he ca. 10 - 12 cm) aufgetragen und solange mit Hexan/Ethylacetat (1:1 [v/v]) gewaschen,

bis das durch die Probe gelbgefarbte Kieselgel wieder entfarbt war. Vom Siulenmaterial
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zurlickgehaltenes Losungsmittel wurde mit Druckluft vorsichtig aus der Sdule geblasen.
Der Séaulendurchlauf wurde in einem neuen Kolben aufgefangene und das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer abgezogen. Fiir die GC-Analyse wurden die so extrahierten Lipi-

de wieder in Hexan/Isopropanol (3:2 [v/v]) gelost.

2.7.2 Lipidtrennung durch Dunnschichtchromatographie

Zur diinnschichtchromatographischen Auftrennung von Lipiden wurden DC-Fertigplatten
(Kieselgel 60, ohne Fluoreszenzindikator, 10 x 20 cm, Schichtdicke 0,25 mm) eingesetzt.
Die aus den Enzymtests mit Hexan/Isopropanol (3:2 [v/v]) extrahierten Lipide (siche 2.6.1)
wurden auf die DC-Platten aufgetragen und fiir die Auftrennung wurden zwei verschiedene
Losungsmittel eingesetzt: [1] Chloroform (Laufweite ca. 6 - 7 cm) und [2] Hexan (Lauf-
mittelfront ca. 18 cm). Die Platten wurden getrocknet, zur Detektion der Lipide mit Schwe-
felsdurereagenz (100 ml H,SO4 konz., 2 ml Formaldehyd [37 %]) bespriiht und auf einer
Heizplatte bei ca. 100 °C entwickelt. Zur Identifikation der aufgetrennten Substanzen wur-
den entsprechende Referenzsubstanzen mit auf die DC-Platten aufgetragen.

Einzelne Lipide wurden fiir die Strukturaufkldrung aus den Enzymtests der SHC-Mutanten
durch verschiedene aufeinanderfolgende DC-Auftrennung in der Arbeitsgruppe Prof. Dr.

M. ROHMER, Universitét StraBBburg isoliert. (PALE-GROSDEMANGE ef al., 1999).

2.7.3 Gaschromatographie (GC)

Die Analyse und Identifikation der aus den Enzymtests isolierten Lipide erfolgte durch

Gaschromatographie. Als Referenzsubstanzen dienten Squalen, Hopen und Diplopterol.

Gaschromatograph: Shimadzu GC-9A mit Flammenionisationsdetektor

Saule: Optima-5-MS-Kapillarsdule (15 m, 0,25 mm i.D., 0,25 pum
Schichtdicke)

Triagergas: Stickstoff

Detektorgase: Wasserstoff, Druckluft

Temperaturprogramm: 250 °C - 320 °C mit 4 °C x min™', 10 min isotherm 320 °C

Injektor- und Detektortemperatur 330 °C
Integrator: Shimadzu C-R3A Chromatopac
Split: 1:10
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2.7.4 Gaschromatographie/Massenspektroskopie (GC/MS)

GC/MS-Analysen der Lipidextrakte wurden von G. Nicholson, Institut fiir Organische
Chemie, Universitit Tiibingen bzw. in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. M. ROHMER, Universi-
tat StraBburg durchgefiihrt (TSQ-700-Spektrometer, Finnigan).

2.7.5 NMR-Analysen

Von den isolierten und aufgereinigten Lipiden aus den Enzymtests der SHC-Mutanten
wurden zur Strukturaufklirung 'H- und *C-NMR-Spektren bei 300 K mit einem WP-400-
Spektrometer (Bruker) aufgenommen. Diese Analysen wurden in der Arbeitsgruppe Prof.

Dr. M. ROHMER, Universitét StraBburg durchgefiihrt (PALE-GROSDEMANGE et al., 1999).

2.8 Computeranalysen

2.8.1 Analyse von DNA- und Proteinsequenzen

Fiir die Analyse der DNA-Sequenzen wurden die Programme CLONE und ALIGN (Scienti-

fic & Educational Software Inc., Durham, NC, USA; http://www.scied.com) verwendet.

Bei der Konstruktion von Primern fiir die Mutagenesen kamen die Programme SILMUT

(SHANKARAPPA et al., 1992a, 1992b; http://iubio.bio.indiana.edu/soft/molbio/ibmpc) und

PRIMER (Scientific & Educational Software Inc., siche oben) zum Einsatz. Proteinsequen-

zen wurden mit den Programmen ANTHEPROT 4.0 (http:/antheprot-pbil.ibcp.fr) und

PC/GENE (IntelliGenetics Inc., Mountain View, CA, USA; http://www.accelrys.com)) ana-

lysiert. Sequenzalignments wurden mit CLUSTALX 1.81 (THOMPSON et al., 1997;

http://www-igbmc.u-strasbg.fr/BioIlnfo/ClustalX/Top.html) erzeugt und fiir die Darstellung

mit BOXSHADE 3.31 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html) formatiert. Fiir

die Darstellung der aus den Alignments abgeleiteten Dendrogramme wurde TREEVIEW 1.6

(PAGE 1996; http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html) verwendet.

2.8.2 Molecular Modelling

Dreidimensionale Modelle von niedermolekularen Verbindungen wurden mit dem Pro-

gramm CHEM3D PRO (CHEMOFFICE ULTRA 4.0, CambridgeSoft Corp., Cambridge, MA,

USA; http://www.camsoft.com) berechnet. Fiir die Energieminimierung dieser Modelle

wurde das Programm MM?2 (ALLINGER, 1977) verwendet. Alternativ dazu wurden 3D-

Molekiilmodelle auch mit dem Programm CORINA (CORdiNAtes; SADOWSKI et al., 1994;

http://www2.ccc.uni-erlangen.de/software/corina/free_struct.html) erzeugt.
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2.8.3 Analyse von Protein-3D-Strukturen

Zur Analyse und Darstellung der 3D-Struktur von Proteinen wurden die Programme

Swiss-PDBVIEWER 3.7 (GUEX & PEITSCH, 1996, 1997a, 1997b GUEX et al, 1999;

http://www.expasy.org/spdbvl), RASMOL 2.6.4 (SAYLE & MILNER-WHITE, 1995;

http://www.umass.edu/microbio/rasmol)) und VIEWERLITE 4.2 (ACCELRYS INC., San Diego,

CA, USA; |http://www.accelrys.com|) verwendet. SWISS-PDBVIEWER wurde zudem auch

eingesetzt, um die berechneten 3D-Molekiilmodelle in das aktive Zentrum der SHC hinein
zu modellieren und die SHC-Mutagenesen zu simulieren.
2.8.4 Gel-Densitometrie

Gefarbte SDS-Gele wurden als 8-Bit-Graustufenbilder im TIFF-Format mit einer Auflo-

sung von 300 dpi eingescannt und mit dem Programm IMAGEJ 1.28

(http://rsb.info.nih.gov/ij) analysiert. Dafiir wurden einzelne Proteinbanden bzw. ganze

Gelspuren markiert und das Helligkeitsprofil (Optische Dichte) des selektierten Gel-
Bereiches durch densitometrische Analysen ermittelt. Aus den daraus abgeleiteten Linien-
Plots wurden die Fldcheninhalte der einzelnen Peaks in diesem Profil bestimmt und daraus
die relativen Proteinkonzentrationen der einzelnen Banden abgeleitet. Da jeweils nur die
Proteinbanden eines SDS-Geles miteinander verglichen wurden, konnte auf eine Kalibrie-

rung mit externen Standards verzichtet werden.

2.8.5 Digitalisierung von MeRwerten

Die vom UV-Detektor bei den verschiedenen Chromatographiemethoden aufgezeichneten
Kurven des Verlaufs der UV-Absorption wurden als TIFF-Dateien eingescannt. Mit den
Programmen UTHSCSA IMAGETooL 3.0 (http://ddsdx .uthscsa.edu/dig/itdesc.htmll) bzw.

G3DATA 1.04 (http://beam.helsinki.fi/~frantz/software/g3data.php) wurde aus dem Verlauf

der Kurven die X- und Y-Koordinaten einzelner MeBBwerte bestimmt. Die weitere Bear-

beitung der so digitalisierten Daten erfolgte dann mit MICROSOFT EXCEL.
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3. Ergebnisse

3.1 Korrektur der SHC-Sequenz

3.1.1 Neusequenzierung

Im Verlauf dieser Arbeit wurden die Aminosduresequenzen verschiedener bakterieller
Squalen-Hopen-Cyclasen aufgeklart. Beim Vergleich dieser Sequenzen fiel auf, daB3 die
Cyclasen der beiden Alicyclobacillus-Arten A. acidocaldarius und A. acidoterrestris eine
geringere Ahnlichkeit aufwiesen, als Cyclasen aus Vertretern unterschiedlicher Gattungen
(z.B. Bradyrhizobium japonicum und Rhodopseudomonas palustris). Eine genauere Ana-
lyse zeigte, dal die SHC von Alicyclobacillus acidocaldarius in einem Sequenzbereich
zwischen den Aminosduren ~70 und ~240 die groften Abweichungen gegeniiber den Se-
quenzen der anderen bakteriellen Cyclasen aufwies (Abbildung 8). Da diese Abweichun-
gen moglicherweise auf eine fehlerhafte Sequenzierung durch OCHS (1990) zuriickzufiih-
ren sind, wurde der betreffende Sequenzbereich mit Hilfe der beiden Primer AaSeql und

AaSeq?2 erneut sequenziert.

~
o

[«2]
o

a
o

w
o
1

—— |dentitat
—e— Ahnlichkeit

Sequenziibereinstimmung [%]
) N
o o

N
o
1

o

1- 61- 121- 181- 241- 301- 361- 421- 481- 541- 601-
60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 634

Aminosauren

Abbildung 8: Ahnlichkeit und Identitit der Aminosiuresequenz der SHC (Angaben in Pro-
zent) von Alicyclobacillus acidocaldarius (OCHS, 1990) und A. acidoterrestris (CHOIL, 1995).
Dazu wurden die beiden Sequenzen vom N-Terminus ausgehend in jeweils 60 Aminosduren um-
fassende Sequenzabschnitte unterteilt und deren Ubereinstimmungen mit den Programmen
ClustalX und BOXshade analysiert.

Bei der erneuten Sequenzierung konnten in diesem Sequenzabschnitt insgesamt sechs zu-
sdtzliche Nukleotide (Insertionen) sowie drei Nukleotidsubstitutionen nachgewiesen wer-

den. Durch die Insertionen kommt es zu mehrfachen Leserasterverschiebungen, die im
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Bereich zwischen den Aminosduren D75 und A239 zu einer komplett neuen Aminosdure-
sequenz flihren.

Erste Ergebnisse der Rontgenstrukturanalyse der SHC wiesen auf weitere Abweichungen
von der publizierten Sequenz im C-terminalen Bereich hin (U. WENDT, persdnliche Mit-
teilung). Durch Sequenzierungen mit dem M13 Universal-Primer konnten hier drei Nuk-
leotidsubstitutionen nachgewiesen werden, die zu einer neuen Sequenz G600/F601 fiihren.
Ebenso konnten durch C. FEIL (personliche Mitteilung) einige weitere Sequenzverdnde-
rungen (Insertionen und Substitutionen) identifiziert werden (A271; R322/A323; R394/
R395/R396, V448).

Alle nachgewiesenen Verdnderungen der Nukleotidsequenz wurden verwendet, um eine

korrigierte SHC-Sequenz zu erstellen (Abbildung 9), die in der GenBank hinterlegt wurde.

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCGCCGGCC
M A E Q L V E A P A

TATCTCCTCTCCTGCCAAAAGGACGAAGGC
Yy L L S C Q K D E G

———
ACGATGGAAGCGGAGTACGTCCTCTTGTGC
T M E A E Y Vv L L C

ATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCAC
M E K I R R Y L L H

TACCCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACACG
Y P G G P P DL DT

ATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAGCCGATG
I G M s R D E E P M

GGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTGTTCACG
G 6 I E S S R VvV F T

CCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCG
P W E K VvV P M V P P

TACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAG
Y A R T L D R A V Ey

TACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTC
Y W W G P L L S N Vg

CACATTCTCGATCGCGTCGATCGGGATCGC
H I L D R V D R D Reo

\
GAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTG
E O R E D G T W A Lgo

ACCATCGAGGCGTACGTCGCGCTCAAGTAT
T I E A Y V A L K Yo

CAGAAGGCGCTCCGGTTCATTCAGAGCCAG
Q K A L R F I Q S Qi2

l X
CGEATGTGGCTCECGCTCETGGGAGAATAT
R M W L A L V G E Yo

GAGATCATGTTCCTCGGCAAGCGCATGCCG
E I M F L G K R M Py
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CTCAACATCTACGAGTTTGGCTCGTGGGCT
L N I Y E F G S W A

ATGAGCCGCCAGCCGGTGTTCCCGCTGCCC
M S R Q P V F P L P

x 3
ACCGACGTGCCTCCGECGCCGGCECERTACC
T DV P P R R R G A

X
CTCGACCGGGCGCTGCACGGGTATCAGAAG
L D R A L H G Y Q K

GAGATCCGCGCCTTGGACTGGTTGCTCGAG
E I R A L D W L L E

CGGGCGACCGTCGTGGCGCTCTCGATTGTG
R A T V V A L S I Vg

GAGCGGGCGCGCGTCCCCGAGCTGTACGAG
E R A R V P E L Y Ej

ANGGGAGGGGGTGGGTGGATCTTCGACGCG
K G G G G W I F D Az

R
CTGTCGGTGCACCCGTTCCGCCGCGCGGCC
L S V H P F R R A Ay

CGCCAGGCCGGAGACGGCAGCTGGGGCGEG
R Q A G D G S W G G

XX

ATTCAGCCGCCTTGGTTTTACGCG&CATC
I ¢ P P W F Y A L I

CCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTA
P A F I K G W E G L

GGATGGATGTTTCAGGCTTCCATCTCGCCG
G w M F Q A S I S P

Wl
CTGCGCECTGCGGGGCTTCCGGCCGATCAC
L R A A G L P A D H

TTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGAC
L D R Q I T V P G D

GGCGGGTTCGCGTTCCAGTTCGACAACGTG
G G F A F Q F D N V

GTGGTGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTG
v VvV W A L N T L R L

ACGAAGGGATTCCGCTGGATTGTCGGCATG
T K G F R W I V G M

GCGCTCAAGATTCTCGACATGACGCAGCAT
A L K I L D M T Q Hsg

GAGCTGTACGGCGTGGAGCTGGATTACGGA
E L Y G V E L D Y G0

GTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCG
V W D T G L A V L A

GACCGCTTGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTG
D R L V. K A G E W Lsy

TGGGCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCG
W A V K R P N L K Pig

TACTACCCGGACGTGGACGACACGGCCGTC
Y Y P D V D D T A Vg

W \
CCGGACGAGCGCCGCAGECGGGACGCCATG
P D E R R R R D A My

CAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTAC
Q S S N G G W G A Yo
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GACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAAC

b v D N T S D L P N
X

ACCGATCCGCCGTCAGAGGACGTCACCGCC
T D p P S E D V T A

TACGATGACGCCTGGAAGGTCATCCGGCGC
Yy D D A W K vV I R R

CCGGACGGCAGCTGGTTCGGTCGTTGGGGC
P D G S W F G R W G

GTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGAC
v S A L K A V G I D

GACTGGGTCGAGCAGCATCAGAACCCGGAC
D W VvV E Q H Q N P D

GAGGATCCGGCGTACGCGGGTAAGGGCGCG
E D P A Y A G K G A

ATGGCGCTCATCGCGGGCGGCAGGGCGGAG
M A L I A G G R A E

CTCGTGGAGACGCAGCGCCCGGACGGLGGL
L v E T Q R P D G G

X
TTCCCAGGGGATTTCTACCTCGGCTACACC
F P G D F Y L G Y T

CTCGGCCGCTACAAGCAAGCCATCGAGCGC
L G R Y K Q A I E R

CACATCCCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTG
H I P F C D F G E Vg

CACGTGCTCGAGTGTTTCGGCAGCTTCGGG
H V L E C F G S F Gue

GCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAG
A vV E Y L K R E QO Kigo

GTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTG
V N Y L Y G T G A Vs

ACGCGCGAGCCGTACATTCAAAAGGCGCTC
T R E P Y I Q K A Lsyg

GGCGGCTGGGGCGAGGACTGCCGCTCGTAC
G G W G E D C R S Ysu

AGCACCCCGTCGCAGACGGCCTGGGCGLCTG
S T P S Q T A W A Lseo

TCCGAGGCCGCGCGCCGCGGCGTGCAATAC
S E A A R R G V Q Ysg

XX
TGGGATGAGCCGTACTACACCGGCACGGGC
W D E P Y Y T G T Geoo

ATGTACCGCCACGTGTTTCCGACGCTCGCG
M Y R H V F P T L Ry

AGGTGA
R -

Abbildung 9: Korrigierte Nukleotidsequenz und die daraus abgeleitete Aminosiuresequenz
der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius. Horizontale Pfeile markieren die Sequenzbereiche,
an die die beiden fiir die Sequenzkorrektur verwendeten Primer AaSeql und AaSeq2 binden. Ver-
dnderungen der Nukleotidsequenz im Vergleich zu der von OCHS et al. (1992) publizierten Se-
quenz sind grau unterlegt. Dabei sind Insertionen zusitzlich mit vertikalen Pfeilen ({), Substitutio-
nen durch ein X markiert. Bereiche mit einer verdnderten Aminosauresequenz sind fett gedruckt.
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3.1.2 Analyse der korrigierten SHC-Sequenz

Insgesamt konnten bei der Sequenziiberpriifung 12 zusitzliche Nukleotide festgestellt wer-
den. Damit umfafit das SHC-Gen jetzt ein offenes Leseraster von 1896 bp. Die Anzahl der
Aminoséduren erhoht sich damit um vier auf jetzt 631. Neben den Sequenzverdnderungen
durch zusétzliche Nukleotide konnten insgesamt neun Nukleotidsubstitutionen entdeckt
werden, die in allen Fillen zu Verdnderungen der Aminosduresequenz fiihrten. Dadurch
erhoht sich das Molekulargewicht leicht von 69,4 kDa auf jetzt 71,5 kDa. Die Verdnderun-

gen in der Aminosdurezusammensetzung sind in Tabelle 1 zusammengefal3t.

Tabelle 1: Aminosiurezusammensetzung der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius nach
der Sequenzkorrektur. In Klammern sind die Verianderungen zur publizierten Sequenz (OCHS et
al., 1992) angegeben. D F+W+Y; P F+W+Y+I+L+M+V;®:D+E; P K+R

Aminosaure Anzahl Anteil (%) Aminosaure Anzahl Anteil (%)
A 57 (- 12) 9,0 M 16 (+7) 2,5
C 5(-8) 0,8 N 10(+ 1) 1,6
D 44 (+/- 0) 7,0 P 41 (+4) 6,5
E 41 (+8) 6,5 Q 23 (+2) 3,6
F 22 (+7) 3,5 R 49 (- 17) 7,8
G 61 (- 6) 9,7 S 24 (-13) 3.8
H 10 (- 2) 1,6 T 26 (-3) 4,1
I 24 (+ 6) 3.8 A% 43 (+4) 6,8
21 (+6) 33 W 25 (+4) 4,0
L 57 (+9) 9,0 Y 32(+7) 5,1
aromatische! 79 (+ 18) 12,5 saure’ 85 (+8) 13,5
hydrophobe® 219 (+ 44) 34,7 basische® 70 (- 11) 11,1

Nach der Korrektur zeigt die SHC von Alicyclobacillus acidocaldarius wesentlich grof3ere
Ubereinstimmungen mit der Sequenzen anderer bakterieller Cyclasen. Die Zahl der identi-
schen Aminosduren der Cyclasen der beiden Alicyclobacillus-Arten ist dadurch von 334
auf jetzt 402 angestiegen (entspricht 63,4 %), wobei von diesen alleine 84 auf den korri-
gierten Sequenzabschnitt entfallen. Entsprechend ist auch der Anteil der dhnlichen Amino-
sduren von 62,4 auf 74,4 % angestiegen. Die Werte flir Sequenzidentitit bzw. Sequenz-
dhnlichkeit fiir einige ausgewdhlte bakterielle Cyclasen sind in Tabelle 2 zusammenge-

stellt.
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Tabelle 2: Ubereinstimmungen der Aminosiiuresequenzen der SHC einiger Bakterien. Ange-
geben sind die Prozentwerte fiir Identitét (links unter der Diagonalen) und Ahnlichkeit (rechts
oberhalb der Diagonalen). Die Werte wurden aus einem Sequenzalignment mit den Programmen
ClustalX und Boxshade berechnet. A. ac.: Alicyclobacillus acidocaldarius, A. at: Alicyclobacillus
acidoterrestris (CHOIL, 1995), B. ja: Bradyrhizobium japonicum (PERZL, 1996), R. pa: Rhodopseu-
domonas palustris (RAHN, 1996), M. ca: Methylococcus capsulatus (TIPPELT, 1997), Z. mo.: Zymo-
monas mobilis (REIPEN et al., 1995)

A.ac A.at B.ja Rpa Mca Z mo

Aac  — 744 483 498 483 473
Aat 634 - 450 472 459 445
B.ja 370 336 - 82 578 70,0
Rpa 380 350 77,7 - 57,6 689
Mca 369 342 46,7 484 - 572

Z mo 358 32,6 57,6 58,5 46,2 -

3.2 Deletionsmutanten der SHC

3.2.1 Konstruktion der Deletionsmutationen

Zu Beginn dieser Arbeit war die dreidimensionale Struktur der SHC noch nicht bekannt.
Ziel war es deshalb, durch Mutagenese-Experimente die Aminosduren zu identifizieren,
die fiir die Enzymaktivitit der SHC mitverantwortlich sind. Da von C. FEIL schon Experi-
mente durchgefiihrt wurden, bei denen einzelne Aminosduren in konservierten Sequenz-
motiven (QW2-Motiv, DDTAV-Motiv) durch ortspezifische Mutagenese verdndert wurden
(FEIL, 1996), sollten fiir die vorliegende Arbeit in einem ersten Schritt Deletionsmutanten
erzeugt werden. Durch N- und C-terminale Deletionen sollte auf diese Weise die minimale
aktive Enzymgrof3e festgestellt werden.

Fir die Deletionsmutationen wurde der Transformer Site-Directed Mutagenesis Kit
(CLONTECH) und das Plasmid pCyc verwendet, welches von C. FEIL zur Verfiigung gestellt
wurde. Fiir dieses Plasmid wurde ein 2,2 kb groBes DNA-Fragment mit dem kompletten
SHC-Gen in die Pst I-Schnittstelle von pUCI18 inseriert und zusétzlich nach dem Start-
Codon der SHC 18 weitere Nukleotide mit der Sequenz (CATCAC); eingefiigt, die fiir
sechs Histidin-Reste codieren. Mit Hilfe dieses N-terminalen Hise-tags wird die Aufreini-
gung der SHC iiber eine Metallaffinitatschromatographie (siche 3.2.2) moglich. Aulerdem

wurde die singuldre Ssp I-Schnittstelle des Vektors durch einen Nukleotidaustausch in eine
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ebenfalls nur einmal im pCyc vorkommende EcoR V-Schnittstelle umgewandelt (FEIL,

1996).

Mutageneseprimer

w———
AR she >N
| |
Pst | Pst |

EcoR V
|
A
\—< ori < amp —/
N K_/H

Selektionsprimer

Abbildung 10: Schematische Darstellung des fiir die Deletionsmutationen verwendeten Plas-
mids pCyec. Ausgefiillter schwarzer Pfeil: lacZ-Gen mit in die Ps¢ I-Schnittstelle hineinkloniertem
SHC-Gen; amp: B-Lactamase, ori: Origin of Replication. Der N-terminale Bereich des SHC-Gens
mit dem Start-Codon und den 6 His-Codons ist horizontal schraffiert; der durch den Mutagenese-
primer deletierte Bereich des SHC-Gens ist schriag schraffiert dargestellt. Durch den Selektions-
primer wird die eingezeichnete singuldre EcoR V-Restriktionsschnittstelle zerstort.

Die Mutagenesen wurden entsprechend der Anleitung von CLONTECH mit zwei Primern
durchgefiihrt: der Selektionsprimer zerstort die EcoR V-Schnittstelle und erméglicht damit
einer Selektion gegen unverinderte Wildtyp-DNA. Die gewiinschte Mutation wird mit
dem Mutageneseprimer erzeugt. Gleichzeitig wird durch eine stille Mutation durch diesen
Primer eine in der Zielsequenz vorhandene Restriktionsschnittstelle zerstdrt oder aber eine
neue Schnittstelle eingefiligt (Abbildung 10). Néheres dazu ist bei der Besprechung der
einzelnen Deletionsmutanten aufgefiihrt (siehe 3.2.4). Dies fiihrt bei einem Restriktions-
verdau zu einem verdnderten Restriktionsfragmentmuster und ermdglicht damit die Identi-
fizierung der mutierten Klone. Bei diesen Klonen wurde die Mutation anschlieend noch

durch Sequenzierung des von der Mutation betroffenen Sequenzbereichs verifiziert.

3.2.2 Proteinreinigung der Deletionsmutanten

Zur Proteingewinnung wurden Klone der Deletionsmutanten in 1000 ml LB-Amp-Medium
herangezogen (siehe 2.3.2). Die durch Zentrifugation abgetrennten Zellen wurden durch
osmotischen Schock und Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (siehe 2.6.5) Durch Triton
X-100 wurde die SHC solubilisiert und durch Zentrifugation von den Zellmembranresten
befreit (siehe 2.6.6). Durch einen nachfolgenden Hitzedenaturierungsschritte erfolgte eine

weitere Aufkonzentrierung der SHC (siehe 2.6.7). Dabei wurde die DelN1-Mutante ent-
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sprechend der Reinigung des WT-Enzyms auf 60 °C erhitzt. Bei der Mutante DeIN2 wurde
wegen der wesentlich grofleren Deletion (siehe 3.2.4) zur Sicherheit die Denaturierungs-
temperatur gleich auf 50 °C reduziert. Nach Abtrennung der denaturierten Proteine wurden
der Losung 2 mM Imidazol zugegeben und nach Entgasung zur weiteren Reinigung durch
Metallaffinititschromatographie auf die Ni*'-NTA-Agarose-S4ulen aufgetragen. Zur Rei-
nigung wurde die Sdule mit jeweils mehreren ml Phosphatpuffer mit steigenden Imidazol-
konzentrationen (10, 20, 30 und 50 mM) gespiilt, bevor mit Konzentrationen von 150 und
250 mM Imidazol die Cyclase eluiert wurde. Die Durchfithrung der Reinigung entspre-
chend der Standardvorschrift des Herstellers lieferte jedoch unbefriedigende Ergebnisse.
So war die Bindung der SHC an die Ni**-NTA-Agarose-Sdulen so schwach, daB der groBte
Teil des Proteins schon bei den Waschschritten von der Séule eluiert wurde und deshalb
die Eluatfraktionen nur noch minimale Reste der SHC enthielten. Um eine bessere Bin-
dung der Hise-tag-SHC zu erreichen, wurden deshalb mit EDTA die Ni**-Ionen aus dem
Saulenmaterial herausgeldst und dieses zur Neubeladung mit Cu®"-Ionen mit CuSO4-
Losung gespiilt (C. FEIL, personliche Mitteilung). Ebenso wurden die Imidazolkonzentrati-
onen der Waschpuffer auf 2, 4, 6 und 8 mM reduziert. Der Proteingehalt der einzelnen Elu-
tionsfraktion wurde bestimmt (sieche 2.6.1). Die Gesamtausbeute in allen Eluatfraktionen
betrug ca. 1,5 bis 2,0 mg Protein je Reinigung. Fiir die nachfolgenden Enzymtests wurden

die Eluatfraktionen mit dem gréf3ten Proteingehalt verwendet (Abbildung 11).

DelIN1 WT-SHC
123456738 M12345678 9

- » N '

o - L4 _aud < SHC
— B 67-8
== 43 - :
G 30-4
20 -m» e

Abbildung 11: Aufreinigung von WT-SHC und DelN1-Mutante mit Cu*’-NTA-Agarose-
Sédulen iiber N-terminales Hisc-tag. Proben der verschiedenen Reinigungsstufen wurden iiber
SDS-PAGE aufgetrennt und durch Silberfarbung sichtbar gemacht. DelN1: (1) Membransolubili-
sat; (2-3) Waschschritte; (4-8) Eluatfraktionen; M: Molekulargewichtsmarker [Angaben in kDa];
WT: (1) Membransolubilisat (2) Uberstand nach Hitzedenaturierung; (3-4) Waschschritte; (5-9)
Eluatfraktionen.
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3.2.3 Enzymtest und Produktanalyse der Deletionsmutanten

Enzymtests wurden standardméfig in einem Testvolumen von 1 ml durchgefiihrt (siche
2.6.11). Zu diesem Zeitpunkt war die spiter verwendete Methode zur Entfernung von Tri-
ton X-100 aus den Enzymtests noch nicht bekannt. Da Triton X-100 bei der gaschromato-
graphischen Analyse der Enzymtests durch mehrere Peaks storend auffillt, wurden die
Tests deshalb fast ausschlielich mit gereinigten, Triton-freien Proteinfraktionen durchge-
fiihrt. Die Inkubation der Testansitze erfolgte beim WT-Enzym und der DelN1-Mutante
bei 60 °C, wihrend bei der DelN2-Mutante die Temperatur auf 48 - 50 °C reduziert wurde.
Die Tests wurden bei diesen Temperaturen 0 bis 12 h inkubiert und die Reaktionsprodukte
extrahiert und gaschromatographisch analysiert (sieche 2.7.1 und 2.7.3). Mit den so ermit-
telten Peakflichen wurde der quantitative Umsatz von Squalen zu den Enzymprodukten

(hauptsdchlich Hopen und Diplopterol) mit folgender Formel berechnet:

X (Peakfldchen aller Produkte mit RT > RTsquaten ) X 100

Umsatz (%) = - -
Y (Peakflachen aller Produkte + Peakfldche von Squalen)

3.2.4 Charakterisierung der SHC-Deletionsmutanten

3.241 DelN1

Bei dieser N-terminalen Deletionsmutante wurden die Aminosduren A2 bis E7 deletiert.
Bei der Zdhlung der AS wurden die sechs His-Reste des His-tags nach dem Start-
Methionin nicht mitgezdhlt. Durch den Mutageneseprimer wurde eine in der DNA-
Sequenz vorhandene Nae I-Schnittstelle durch eine stille Mutation zerstort, was die Identi-
fizierung mehrerer positiver Klone anhand des verdnderten Restriktionsfragmentmusters
ermoglichte. Durch die eingefiigte Deletion von 6 AS reduziert sich das Molekulargewicht
der SHC um etwa 0,6 kDa, wobei diese Differenz im SDS-Gel nicht sichtbar war. Im En-
zymtest zeigte die DeIN1-Mutante bei kurzen Inkubationszeiten bis 30 min ca. 10 bis 25 %
niedrigere Squalenumsatzraten als das WT-Enzym. Bei ldngeren Inkubationszeiten ndhern
sich die Umsatzraten schnell denen des WT-Enzyms an (Abbildung 12). Beim Produkt-
spektrum konnten keine Unterschiede zwischen DelN1-Mutante und WT-Enzym festge-
stellt werden. In beiden Fillen wird neben Hopen als wichtigstes Nebenprodukt Diplopte-
rol gebildet, wobei ca. 8 % der Hopenmenge erreicht werden. Daneben lassen sich gas-
chromatographisch zwischen den Peaks von Squalen und Hopen 9 weitere unbekannte
Produkte nachweisen. Die Menge jedes einzelnen dieser Produkte betrdgt nur 0,2 - 1,5 %

des gebildeten Hopens, in der Summe werden 6 % der gebildeten Hopenmenge erreicht.
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Abbildung 12: Squalenumsatzraten von WT-SHC und DelN1-Mutanten. Die Inkubation der
Enzymtests erfolgte bei 60 °C. Fiir die Berechnung des Squalenumsatzes wurden alle Produkte mit
grofleren Retentionszeiten als Squalen beriicksichtigt.

3.24.2 DelN2

Bei der zweiten N-terminalen Deletionsmutante wurden 38 Aminosduren (A2 bis N39)
deletiert, was zu einer Reduzierung des Molekulargewichts um ~ 5 kDa fiihrt. Positive
Klone konnten mit Hilfe der mit dem Mutageneseprimer eingefiigten neuen Eco72 I-
Schnittstelle identifiziert werden. Da diese Deletion das erste N-terminale konservierte
QW-Motiv (QW6; sieche 1.3) umfafite, mullite mit Auswirkungen auf die Proteinstruktur
und damit auf die Hitzestabilitdt des Enzyms gerechnet werden. Deshalb wurde der Hitze-
denaturierungsschritt bei der Proteinreinigung nur bei 50 °C durchgefiihrt. Bei der Analyse
der Eluatfraktionen nach der Reinigung iiber Cu**-NTA-Agarose-Siulen konnten im SDS-
PAGE nach Silberfiarbung keine SHC-Banden nachgewiesen werden.

Im Rohextrakt konnte dagegen mit Hilfe eines Anti-SHC-Antikorpers eine entsprechende
Proteinbande mit dem erwarteten MW von ca. 67 kDa nachgewiesen werden. Eine SHC-
Aktivitét lieB3 sich durch Enzymtests mit diesem Rohextrakt nach 12 h Inkubation bei 30,
50 und 60 °C jedoch nicht nachweisen.

3.2.4.3 C-terminale Deletionsmutanten

Neben den N-terminalen Deletionsmutanten wurde auch versucht, C-terminale Deletionen
der SHC zu erzeugen. Fiir die DelC1-Mutante sollten die letzten 14 AS (T618 - R631) de-
letiert werden. Da sich die dabei eingefiihrte Stz I-Schnittstelle nicht nachweisen lief3,

konnte die Bindung des Primers an die Ziel-DNA ausgeschlossen werden. Deshalb wurde
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mit Hilfe der PCR ein entsprechendes verkiirztes SHC-Amplifikat erzeugt (Abbildung
13). Die im SHC-Gen vorkommende BamH I-Schnittstelle konnte durch einen Nukleotid-
austausch zerstort werden. Das ca. 2 kb groBBes PCR-Amplifikat wurde in den pQE-8-
Vektor kloniert. Eine Restriktionsverdauanalyse lieferte jedoch ein anderes Ergebnis, als es
aufgrund der klonierten Sequenz zu erwarten gewesen wére, weshalb der so erzielte Klon

verworfen wurde.

BamH |

- . ~

1 Zerstérung der BamH I-Schnittstelle durch

stille Mutation mit (Bam1846-)-Primer

— 2
—
(Eco153+)-Primer 1 SR N DelC2-Primer

|
EcoR |

| 1
BamH | / Hind 1l

Klonierung des PCR-Amplifikats nach EcoR I/BamH |
bzw. EcoR I/Hind llI-Verdau in den pQE-8-Vektor

Abbildung 13: Strategie fiir die Konstruktion der DelC2-Mutante. Weille Pfeile: SHC-Gen,;
schraffierte Pfeilspitze: deletierter C-terminaler Genabschnitt. Die Umklonierung des PCR-
Amplifikats erfolgt mit den iiber die Primer eingefiihrten Restriktionsschnittstellen (EcoR 1 durch
Ecol53+ sowie BamH I und Hind III durch den DelC2-Primer. Im pQE-8 sorgen dann in allen 3
Leserastern vorhandene Stop-Codons fiir eine Termination der SHC-Translation.

Parallel dazu wurde versucht, mit dem Primer DelC3 durch Insertion von 3 Stop-Codons
TAATAGTGA in das SHC-Gen zwischen die Codons fiir D592 und E593 eine Termination
der Translation und damit eine Deletion der 39 letzten AS (E593 - R631) zu erreichen. Wie
bei der Konstruktion der DelC1-Mutante konnte auch hier eine Bindung des Mutagene-
seprimers an die Ziel-DNA nicht erreicht werden.

Die bei den Deletionsmutagenesen aufgetretenen Problemen und die Fortschritte bei der
Rontgenstrukturanalyse der SHC von A. acidocaldarius fiihrten zu einer eine kompletten
Anderung der weiteren Arbeitsstrategie (siche 3.3.1). Aus diesem Grund wurden an dieser

Stelle die Versuche zur Konstruktion von Deletionsmutanten eingestellt.
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3.3 Alanin-Scanning-Mutagenese der SHC

3.3.1 Konstruktion der SHC-Mutanten

Fiir die ortspezifische Mutagenese von einzelnen Aminosduren des aktiven Zentrums, die
dabei durch Alanin ersetzt wurden, wurden hauptsiachlich die bei bakteriellen Cyclasen
konservierten aromatischen Aminosduren ausgewdihlt. Nichtaromatische AS wurden be-
riicksichtigt, wenn aufgrund ihrer Lage im aktiven Zentrum ein EinfluB3 auf die Enzymak-
tivitdt vermutet werden konnte (U. WENDT, personl. Mitteilung). Die ndheren Angaben zu
den hergestellten Mutanten sind in 3.3.4 zusammengestellt. Fiir die Konstruktion dieser
Alanin-scanning-Mutagenesen wurde ebenfalls der Transformer Site-Directed Mutagenesis
Kit von CLONTECH verwendet (siche 2.4.7). Um eine bessere Proteinexpression als mit
dem bisher verwendeten Plasmid pCyc zu erreichen, wurde fiir diese Experimente aus-
schlieBlich das Plasmid pKSHC (siehe 2.2.3) verwendet, welches von U. WENDT zur Ver-
fiigung gestellt wurde (WENDT, 1994, 1997). Als Wirtsstamm fiir die Proteinexpression des
zugrundeliegenden Plasmids pKK223-3 wird vom Hersteller der Stamm E. coli JM 105
empfohlen. Eine Expression in E. coli IM 83 lieferte vergleichbare Proteinmengen. Wegen
den geringeren Anspriichen dieses Stammes an das Kulturmedium und einer damit ver-
bundenen leichteren Handhabung wurde deshalb ausschlieBlich dieser Stamm fiir die Ex-
pression der mutierten Cyclasen verwendet.

Fiir die Mutageneseprozedur wurde der Selektionsprimer pKKmut konstruiert, mit dem die
singuldre Nde I-Schnittstelle zerstort wird. Da Nde 1 empfindlich auf Verunreinigungen in
Miniprep-DNA reagiert, mufiten fiir eine erfolgreiche Selektion bei der gesamten Mutage-
neseprozedur DNA mit einem besseren Reinigungsgrad verwendet werden. Aus diesem
Grund wurden die Plasmidisolierung immer mit dem NucleoSpin Kit durchgefiihrt (siche
2.4.1).

Bei den ersten auf diese Weise erzeugten Mutanten H451A, W489A und F601A konnte
jedoch keine Expression des Cyclase-Gens mehr nachgewiesen werden. Als Ursache dafiir
wurde eine Inaktivierung des SHC-Gens wihrend der Mutageneseprozedur durch eine zu-
satzliche spontane Mutation im SHC-Gen oder in dessen Promotor vermutet. Um die
Wahrscheinlichkeit einer solchen Inaktivierung zukiinftig zu minimieren, wurde bei allen
weiteren Mutageneseexperimenten statt dem kompletten SHC-Gen nur noch kleinere
Genfragmente verwendet. Dafiir wurden geeignete Restriktionsschnittstellen ausgesucht,
um fiinf Fragmente des SHC-Gens von vergleichbarer Grofle zu bekommen (Abbildung

14). Aufgrund der C-terminalen Lage der fiir die Alanin-scanning Mutagenesen ausge-



61

suchten Aminosduren wurden von diesen nur die Fragmente CycC, CycD, CycE und
CycDE isoliert und in pUC18 kloniert. Bei allen klonierten SHC-Fragmenten wurde durch

Doppelstrangsequenzierung ausschlieBlich die WT-SHC-Sequenz nachgewiesen.

EcoR | Xmal Xba | Sac | BamH | Pst |

| | | | N —
1 1 1 11

(CycA) (CycB) CycC CycD CycE
[ IL It

CycDE

|

Klonierung in pUC18

>

Abbildung 14: Subklonierung der SHC-Fragmente aus pKSHC. Nur die Fragmente CycC,
CycD, CycE und CycDE wurden isoliert und fiir die Herstellung der Plasmide pUC-CycC, pUC-
CycD, pUC-CycE und pUC-CycDE in den Vektor pUC18 kloniert.

Weitere Angaben zu den isolierten Fragmenten sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3: Eigenschaften der isolierten SHC-Fragmente

Fragment Grole [bp] Schnittstellen AS-Sequenz
CycC 362 Xbal / Sacl L290 - S412
CycD 382 Sacl / BamH 1 S412 - D542
CycE 388 BamH1 / Pstl D542 - R631

CycDE 774 Sac1 / Pstl S412 - R631

Fiir Mutagenesen in pUC-CycD, pUC-CycE und pUC-CycDE wurde der neue Selektions-
primer pUC-SspIA bzw. pUC-SspIB fiir Mutationen in pUC-CycC (Bindung am komple-
mentdren DNA-Strang wegen der im Vergleich zu den anderen Cyc-Fragmenten entgegen-
gesetzten Insertionsrichtung in die multiple cloning site von pUC18) konstruiert. Mit bei-
den Selektionsprimern wird die singuldre Ssp I-Schnittstelle in der pUC18-Sequenz zer-
stort.

Um bei den bisher erzielten Mutanten H451A, W489A und F601A doch noch eine Protein-
expression zu erreichen, wurden aus den mutierten pKSHC-Plasmiden ebenfalls das Cyc-

DE-Fragment isoliert, in pUC18 umkloniert und nochmals sequenziert. Auler dem beab-
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sichtigten Aminosdureaustausch wurden in keinem Fall weitere Sequenzidnderungen ge-
funden.

Fiir die Proteinexpression wurden aus den mutierten pUC-CycDE-Plasmiden das Insert
herausgeschnitten und in pKSHC zuriickkloniert, wobei jeweils das entsprechende WT-
Genfragment ersetzt wurde. Dazu wurden die Ansédtze nach dem Restriktionsverdau im
Agarosegel aufgetrennt und die gewiinschten DNA-Fragmente fiir die Ligation aus dem
Agarosegel isoliert. Trotz Verwendung unterschiedlicher Methoden (siehe 2.4.9), konnten
nach Transformation der Ligationsansétze keine Klone isoliert werden. Deshalb wurde auf
eine Isolierung der DNA-Fragmente verzichtet und die Ansétze direkt nach dem Restrik-
tionsverdau fiir die Ligation verwendet. Um dabei eine Religation von pCycDE zu verhin-
dern, wurde diese DNA zusitzlich mit Dra I und BspH I verdaut. Da die pUC18-Sequenz
jeweils drei Schnittstellen fiir jedes dieser beiden Enzyme besitzt, konnte eine erfolgreiche
Religation der auf diese Weise erzeugten zahlreichen Plasmidfragmente ausgeschlossen
werden.

Bedingt durch die nachtrigliche Anderung der Mutagenesestrategie wurden in einigen
Fiéllen bei der Mutagenese Schnittstellen der Enzyme eingefiihrt, mit denen auch das
CycDE-Fragment konstruiert wurde. Damit konnten bei diesen Mutanten das CycDE-
Fragment nicht mehr fiir die Riickklonierung verwendet werden. In diesen Fillen wurden
mit Hilfe anderer Restriktionsenzyme geeignete SHC-Fragmente fiir die Riickklonierung

aus pUC-CycDE herausgeschnitten (Abbildung 15).

Sac | BamH |1 Sacll Pst | Hind Il
| | | |

|

H451A (Sac 1), W489A (NgoM 1)
Sac | Pst |

Y420A (Pst 1)

Sac | Hind 1l

F601A (Sac 1)

Sac Pst |

Abbildung 15: Isolierung von mutierten SHC-Fragmenten aus pUC-CycDE fiir die Riickklo-
nierung in pKSHC. Neben den dafiir verwendeten Restriktionsenzymen sind bei den einzelnen
Fragmenten in Klammern zusdtzlich die beim AS-Austausch gegen Ala eingefiihrten Restriktions-
schnittstellen angegeben.

Bei den anschlieend isolierten Klonen wurde der erfolgreiche Austausch der WT-Sequenz
gegen die mutierte Sequenz anhand des verdnderten Restriktionsfragmentmusters kontrol-

liert und diese Klone fiir die Proteinexpression verwendet.
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3.3.2 Proteinreinigung

Zur Aktivitiatsbestimmung der Mutanten wurden die entsprechenden Klone in 2 1 LB-Amp-
Medium kultiviert und die abgeernteten Zellen (ca. 10 g Feuchtgewicht) fiir die Proteinrei-
nigung aufgeschlossen. Der Zellaufschluf3 erfolgte dabei durch osmotischen Schock und
Ultraschallbehandlung (siehe 2.6.5). Mutanten mit verdndertem Produktspektrum wurden
zusétzlich in einem 20 l-Fermenter kultiviert, um fiir die Produktisolierung und Produkt-
identifizierung ausreichend Material zu erhalten (Ausbeute 80 - 90 g Feuchtgewicht).

Da die Verwendung des Plasmids pKSHC bei der Expression eine Cyclase ohne N-
terminales His-tag liefert, konnte die bisher fiir die Proteinreinigung verwendete Metallaf-
finitdtschromatographie (siehe 2.6.9) nicht mehr benutzt werden. Es wurde deshalb die von
U. WENDT verwendete Reinigung durch Anionenaustauschchromatographie ibernommen
(WENDT 1994, 1997). Dafiir wurde nach Membranisolierung und Anreicherung durch Hit-
zedenaturierung (siehe 2.6.7) die Proteinlosung entgast und auf eine Séule mit Q Sepharose
HP aufgetragen. Bei Verwendung eines NaCl-Gradienten von 0,1 bis 0,4 M erfolgte die
Elution der SHC als nahezu einziges Protein ab einer NaCl-Konzentration von ca. 0,25 M.
Der Verlauf der UV-Absorption bei A = 280 nm im S&ulendurchlauf wihrend der Anionen-
austauschchromatographie ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Verlauf der relativen UV-Absorption bei A=280 nm im Sdulendurchlauf bei
der Reinigung der WT-SHC durch Anionenaustauschchromatographie. Probenauftrag (A);
Waschschritt mit Triton X-100-freiem Puffer (B); Elution mit steigendem NaCl-Gradient (C); Tri-
ton X-100 (1); nichtproteinhaltige Verunreinigungen (2); proteinhaltige Verunreinigungen (3);
SHC (4); Konzentration des NaCl-Gradienten im Elutionspuffer (5).
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Die maximale Proteinkonzentration betrug in den Eluatfraktionen ~ 0,65 mg x ml™. Insge-
samt konnten aus einer 2 I-Kultur ca. 70 mg SHC isoliert werden. Die Reinheit der SHC-
haltigen Eluatfraktionen wurde durch SDS-PAGE kontrolliert, die Fraktionen wurden ver-
einigt und nach Zugabe von 30 % Glycerin [v/v] bei -20 °C gelagert.

Da bei den Mutanten mit einer reduzierten Hitzestabilitdt gerechnet werden mufite, wurde
diese in Vorversuchen mit dem Rohextrakt ermittelt. Wurde bei reduzierter Hitzestabilitét
der Hitzedenaturierungsschritt nur bei 50 °C (statt 60 °C) durchgefiihrt, fiihrte dies zu ei-
nem wesentlich schlechteren Reinigungsergebnis bei der anschlieBenden Anione-
naustauschchromatographie. Aus diesem Grund wurde bei einigen Mutanten auf eine Pro-
teinreinigung verzichtet und die Enzymtests nur noch mit Rohextrakten durchgefiihrt (sie-

he 3.3.3).

3.3.3 Enzymtest

Bei gereinigten Proteinfraktionen wurde der Enzymtest nach Standardvorschrift (siehe
2.6.11) in einem Gesamtvolumen von 1 ml durchgefiihrt und 1 bis 12 h bei 60 °C (bzw. bei
einigen Mutanten reduziert auf 50 °C) inkubiert.

Bei den Mutanten mit verdndertem Produktspektrum wurde der Enzymtest fiir die Isolie-
rung der Produkte mit Triton X-100-haltigem Rohextrakt durchgefiihrt. Das Testvolumen
wurde auf ca. 600 ml erhoht und die Inkubationsdauer bei 50 °C auf 14 h ausgedehnt.

Die Lipidextraktion mit Hexan/Isopropanol (siehe 2.7.1) wurde bei den groBvolumigen
Testansédtzen z.T. mehrfach wiederholt. Triton X-100 konnte aus den Lipidextrakten durch
eine weitere chromatographische Reinigung iiber Kieselgel und Elution mit Hexan/Ethyl-
acetat (S. MATSUDA, personl. Mitteilung) entfernt werden (siehe 2.7.1). Dieser Reini-
gungsschritt wurde sooft wiederholt, bis bei der anschlieBenden GC-Analyse keine Spuren
von Triton X-100 in der Probe mehr nachgewiesen werden konnten.

Neben den standardméBig durchgefiihrten GC-Analysen (siehe 2.7.3) wurden Proben mit
verdndertem Produktspektrum durch GC/MS-Analysen (siche 2.7.4) genauer untersucht.
Eine diinnschichtchromatographische Auftrennung (siehe 2.7.2) der SHC-Produkte wurde
nur in einigen Fillen durchgefiihrt. Neue Produkte der mutierten Cyclasen wurden in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. ROHMER, Universitit Straburg, weiter analysiert. Dazu
wurden die einzelnen Verbindungen aus den zur Verfiigung gestellten Lipidextrakten iso-
liert und deren Struktur u. a. durch NMR-Analysen (siehe 2.7.5) aufgeklért.

Um qualitative Verdnderungen des Produktspektrums bei den verschiedenen Mutanten

trotz unterschiedlicher Enzymaktivitit erkennen zu kénnen, wurden von jedem gaschro-
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matographisch detektierbaren Produkt mit Retentionszeiten zwischen denen von Squalen
und Diplopterol der relative Anteil dieser Verbindungen an der Gesamtproduktmenge be-

rechnet.

3.3.4 Charakterisierung der Alanin-scanning-Mutanten

3.3.4.1 Wildtyp-SHC

Die WT-Cyclase wurde zur Etablierung der Proteinreinigung durch Anionenaustausch-
chromatographie (siche 3.3.2) verwendet. Daneben diente das Produktspektrum und der
Squalenumsatz des Enzyms als Referenz fiir die Aktivititstests der SHC-Mutanten. Im
Verlauf dieser Arbeit wurden nach den beiden schon lange bekannten pentacyclischen
Produkten Hopen und Diplopterol die Strukturen von sechs weiteren Nebenprodukten der
SHC-Reaktion aufgeklart (PALE-GROSDEMANGE et al., 1998; siehe 1.3). Dabei handelt es
sich um das ebenfalls pentacyclische Neohop-13(18)-en sowie die fiinf tetracyclischen
Triterpene Eupha-7,24-dien, 17-Isodammara-12,24-dien, 17-Isodammara-20(21),24-dien,
Dammara-13(17),24-dien und Dammara-20(21),24-dien (Abbildung 17).

7y, 1,
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Abbildung 17: Strukturen der bisher isolierten und charakterisierten Reaktionsprodukte der
WT-SHC. Hopen (1); Diplopterol (2); Neohop-13(18)-en (3); FEupha-7,24-dien (4);
17-Isodammara-12,24-dien (5); 17-Isodammara-20(21),24-dien (6); Dammara-13(17),24-dien (7);
Dammara-20(21),24-dien (8).
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Die Zuordnung dieser identifizierten Produkte der WT-SHC zu den einzelnen Peaks im
GC-Chromatogramm erfolgte nach den Angaben von C. PALE-GROSDEMANGE (personl.
Mitteilung) sowie durch Vergleich der Massenspektren dieser Verbindungen mit Literatur-

daten (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Gaschromatographische Analyse der Produkte eines Enzymtests mit der WT-
SHC (14 h Inkubation bei 50 °C; Squalenumsatz 98,5 %). [S] Squalen (RT = 4,3 min), [H] Ho-
pen (RT = 9,7 min; Produktanteil = 80,9 %), [D] Diplopterol (12,8 min; 12,3%). [1] Dammara-
13(17),24-dien (5,4 min; 0,87 %), [2] 17-Isodammara-12,24-dien (6,6 min; 1,55 %), [3] Eupha-
7,24-dien (6,8 min; 0,7 %), [4] Neohop-13(18)-en (7,3 min; 0,38 %), [S] Dammara-20(21),24-dien
(7,8 min; 0,91 %) [6] 17-Isodammara-20(21),24-dien (8,0 min; 1,29 %)

Die erstmals bei der Y420A-Mutante (siche unten) isolierten und charakterisierten Pro-
dukte a-Polypodatetraen, y-Polypodatetraen und 130(H)-Malabaricatrien konnten durch
GC/MS-Analyse auch im Produktspektrum der WT-SHC nachgewiesen werden. Jedoch
lagen diese drei Verbindungen bei den fiir die GC-Analysen gewihlten Parametern auf-
grund ihres geringen Produktanteils (o-Polypodatetraen: ~ 0,2 %; +y-Polypodatetraen:
~ 0,15 %; 130uH)-Malabaricatrien: ~ 0,1 %) unter der Nachweisgrenze und konnten des-

halb im GC-Chromatogramm nicht detektiert werden.

3.3.4.2 H451A-SHC

Eine Proteinreinigung dieser Mutante, wie sie beim WT-Enzym etabliert wurde, lieferte
keine Cyclase. Wie die Kontrolle der einzelnen Reinigungsschritte im SDS-Gel zeigte, war
die SHC-Bande nach dem Hitzedenaturierungsschritt bei 60 °C nicht mehr vorhanden.
Damit war erstmals bei einer SHC-Mutante durch die Mutagenese die Thermostabilitét des
Proteins reduziert worden. Da der Hitzedenaturierungsschritt entscheidend fiir die Effekti-
vitdt der nachfolgenden Proteinreinigung durch Anionenaustauschchromatographie ist,

wurde durch eine Versuchsreihe (sieche 2.6.8) eine reduzierte Denaturierungstemperatur
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bestimmt, bei der anschlieBend der groBere Teil der SHC noch geldst im Uberstand vor-

handen ist (Abbildung 19).

40 °C 45°C 50 °C 55°C 60 °C 65 °C
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Abbildung 19: Hitzedenaturierung der H451A-SHC. Die Pfeile weisen auf die SHC-Bande im
Gel. Nach Inkubation des Rohextraktes bei Temperaturen zwischen 40 und 65 °C fiir 5 bzw. 10
min wurden denaturierte Proteine abzentrifugiert. Zur Analyse wurden sowohl die Uberstinde [U]
als auch die Niederschldge [N] im SDS-Gel aufgetrennt.

Mit Hilfe der Gel-Densitometrie wurden die Grofen der SHC-Banden in den einzelnen
Gelspuren analysiert und daraus der Anteil der Cyclase im Uberstand bzw. im Nieder-
schlag fiir jede der gemessenen Temperaturen bestimmt (Abbildung 20). Bei einer Inku-
bationsdauer von 5 min und einer Temperatur von ca. 57 °C ist die SHC in gleichen An-
teilen im Uberstand und im Niederschlag vorhanden. Bei einer 10-miniitigen Inkubation

wird diese Verteilung schon bei einer 2 °C niedrigeren Temperatur erreicht.

SHC-Verteilung [ % ]
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Abbildung 20: Hitzedenaturierung der H451A-SHC durch 5 min Inkubation bei den angege-
benen Temperaturen und der daraus resultierenden Verteilung der SHC zwischen Uberstand
(0) und Niederschlag (N). Die einzelnen MeBwerte wurden durch geldensitometrische Analyse
der Proteinbanden in Abbildung 19 ermittelt.

Wie aus den Abbildung 19 und 20 hervorgeht, ist bei einer Denaturierungstemperatur von
50 °C der groBere Teil der SHC noch geldst im Uberstand vorhanden. Deshalb wurde fiir
die Proteinreinigung ein Hitzedenaturierungsschritt bei dieser Temperatur durchgefiihrt.
Sicherheitshalber wurde dabei die Inkubationsdauer von 10 auf 7 Minuten reduziert. An-

schlieBend konnte diese Cyclase durch Anionenaustauschchromatographie isoliert werden.
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Durch die Reduktion der Temperatur beim Hitzedenaturierungsschritt werden jedoch
gleichzeitig auch weniger E. coli-Proteine denaturiert, was zu einer deutlichen Ver-
schlechterung der Reinigungsqualitét fiihrt. So betrdgt bei der Reinigung des WT-Enzyms
(Denaturierungstemperatur 60 °C) der Anteil der SHC am Gesamtprotein in der Haupt-
eluatfraktion nach densitometrischen Gelanalysen mehr als 90 %, wihrend dieser Anteil
bei der H451A-SHC auf unter 65 % absinkt.

Die Enzymtests wurden wegen der reduzierten Thermostabilitit des Enzyms bei 50 °C
durchgefiihrt. Im Vergleich zum WT-Enzym weist diese Mutante einen deutlich reduzier-
ten Umsatz von Squalen auf, der nach 14 h Inkubation nur ca. 1/3 des Wertes der WT-SHC
erreicht (Tabelle 4). Hauptprodukt der Enzymreaktion ist Hopen (RT = 9,7 min) mit einem
Anteil von 85 %. Diplopterol (RT = 12,8 min) kann erst nach mehrstiindiger Inkubation
nachgewiesen werden und erreicht nach 14 h einen Anteil von ca. 10 %. Des weiteren
konnen nach 14 h noch drei weitere Produkte gaschromatographisch nachgewiesen wer-
den, die in geringer Menge vorhanden sind. Nach den {ibereinstimmenden Retentionszeiten
mit den entsprechenden bekannten Nebenprodukten der WT-SHC diirfte es sich dabei um
Dammara-13(17),24-dien (RT = 5,5 min; Produktanteil 1,8 %), 17-Isodammara-12,24-dien
(6,6 min; 1,6 %) und 17-Isodammrara-20(21),24-dien (8,0 min; 1,9 %) handeln.

3.3.4.3 WA489A-SHC
Wie bei der H451A-Mutante wurde fiir die Proteinreinigung zuerst die Thermostabilitét
des Enzyms bestimmt (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Hitzedenaturierung der W489A-SHC durch 5 min Inkubation bei den ange-
gebenen Temperaturen und der daraus resultierenden Verteilung der SHC zwischen Uber-
stand (U) und Niederschlag (N).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde bei der Proteinreinigung der W489A-SHC die Hitzede-
naturierung bei 55 °C und einer Dauer von 7 min durchgefiihrt. Wieder fiihrte dies im Ver-
gleich zur WT-Reinigung zu einem deutlich reduzierten Reinheitsgrad des isolierten Pro-

teins. Die Enzymtests wurden bei 50 °C durchgefiihrt. Dabei konnte auch bei mehrstiindi-
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ger Inkubation nur Hopen als Enzymprodukt nachgewiesen werden. Die Squalen-
Umsatzraten dieser Mutante waren im Vergleich zu der H451 A-Mutante nochmals deutlich

reduziert (Tabelle 4).

Tabelle 4: Squalen-Umsatzraten von WT-, H451A- und W489A-SHC nach 1, 2,75 und 14
Stunden Inkubation bei 50 °C. Zur Formel fiir die Berechnung der Umsatzraten siche 3.2.3. Da-
bei wurden im GC-Chromatogramm sdamtliche Peakflichen mit Retentionszeiten gréfer der von
Squalen und kleiner/gleich der von Diplopterol beriicksichtigt.

Squalenumsatz [%] nach

Enzym 1h 2,75 h 14 h

WT 93 97,5 99,4
H451A 4,9 10,3 37,3
W489A 1,3 4,3 6,9

3.3.44 F601A-SHC

Wie bei den beiden vorhergehenden Mutanten wurde auch bei dieser zuerst die Thermo-
stabilitdt des Enzyms bestimmt. Wie aus Abbildung 22 hervorgeht, weist die F601A-
Mutante eine groBere Temperaturstabilitéit als die beiden Mutanten H451A und W489A

auf.
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Abbildung 22: Hitzedenaturierung der F601A-SHC durch 5 min Inkubation bei den angege-
benen Temperaturen und der daraus resultierenden Verteilung der SHC zwischen Uberstand
(U) und Niederschlag (N).

Ein Hitzedenaturierungsschritt wurde jedoch nicht mehr durchgefiihrt, da auf eine weitere
Proteinreinigung ganz verzichtet wurde. Stattdessen wurde der Rohextrakt direkt fiir die
Aktivitdtsmessungen eingesetzt, die bei einer Temperatur von 50 °C durchgefiihrt wurden.

Bei der gaschromatographischen Analyse der Enzymprodukte konnten erstmals bei einer
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SHC-Mutante eine deutliche Verdnderung im Produktspektrum festgestellt werden (Ab-
bildung 23).

[A]
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Abbildung 23: GC-Chromatogramme der Enzymprodukte der WT-SHC [A] und der F601A-
SHC [B] nach 14 h Inkubation bei 50 °C. Squalen (S), Hopen (H), Diplopterol (D). Pfeile weisen
auf Verdnderungen des Produktspektrums bei der F601A-Mutante hin. Die in diesem GC-
Chromatogramm vorhandenen zahlreichen Peaks mit RT < 3 min und > 13 min stammen von Li-
pidverunreinigungen des fiir die Enzymtests verwendeten Rohextraktes, wihrend die Enzymtests
mit der WT-SHC mit gereinigtem Enzym durchgefiihrt wurden. Die Peaks einiger identischer Pro-
dukte (mit steigenden RT: Dammara-13(17),24-dien, 17-Isodammara-12,24-dien und 17-Iso-
dammara-20(21),24-dien) sind zur besseren Ubersicht bei den beiden GC-Chromatogrammen
durch Linien verbunden.

Das Hauptprodukt diese Mutante ist Hopen, wobei dessen Anteil am Gesamtproduktspek-
trum nur noch 43,9 % betrigt. Das mengenmifBig zweithdufigste Produkt (RT = 8,0 min)
hat einen Anteil von 22,8 %. Anhand der Retentionszeit und dem Massenspektrum und
dessen Vergleich mit entsprechenden Literaturdaten von MASUDA et al. (1983) konnte die-
se Verbindung eindeutig als 17-Isodammara-20(21),24-dien identifiziert werden (Abbil-
dung 24). Eine neu im GC-Chromatogramm auftretende Verbindung (RT = 9,3 min; Pro-
duktanteil = 2,2 %) konnte aus dem Produktgemisch nicht isoliert werden, weshalb die
Struktur dieser Verbindung auch nicht durch NMR-Analysen gekldrt werden konnte. Alle
weiteren Verdnderungen des Produktspektrums dieser Mutante im Vergleich zum WT-

Produktspektrum sind in Tabelle 5 zusammengefalt.
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Abbildung 24: Massenspektrum und Fragmentierungsschema des von der F601A-SHC ver-
stiarkt gebildeten 17-Isodammara-20(21),24-dien. Durch sekundéire Abspaltung eines Protons
oder von H, kann die Summe korrespondierender Massenfragmente kleiner als die des Molekular-
Tons M" (m/z = 410) sein.

Tabelle 5: Haufigkeit der einzelnen Enzymprodukte im Produktspektrum von WT-SHC und
F601A-SHC (siehe auch Abbildung 23). Das Produkt mit der RT = 5,8 min konnte anhand der
Ubereinstimmung bei der RT und dem Massenspektrum eindeutig als y-Polypodatetraen identifi-
ziert werden. Als Referenz diente das Produktspektrum der Y420A-SHC-Mutante (siche unten).

Produktanteil [%]

Produkt RT [min] WT-SHC  F601A-SHC
Dammara-13(17),24-dien 5.4 0,9 3,1
Unbekannt 5,8 0,15 4.2
Unbekannt 6,3 0,14 0,7
17-Isodammara-12,24-dien 6.6 1,6 6.8
Eupha-7,24-dien 6.8 0,7 2,0
Neohop-13(18)-en 7,3 0,4 1,9
Dammara-20(21),24-dien 7,8 0,9 -
17-Isodammara-20(21),24-dien 8,0 1,3 22,8
Unbekannt 9,3 - 2,2
Hopen [H] 9,7 80,9 43,9
Diplopterol [D] 12,8 12,3 10,2

Wie bei den beiden vorausgegangenen SHC-Mutanten weist auch die F601A-SHC eine
reduzierte Enzymaktivitét auf. So wird nach zweistiindiger Inkubation bei 50 °C nur knapp
ein Drittel des Squalenumsatzes des WT-Enzyms erreicht. Innerhalb von 14 Stunden steigt

dieser Wert jedoch noch aufiiber 90 % an (Tabelle 7).



72 ERGEBNISSE

3.3.4.5 Y420A-SHC

Enzymtests wurden bei dieser Mutante ausschlielich mit Rohextrakten durchgefiihrt,
weshalb auf eine Proteinreinigung der SHC und auf Versuche zur Hitzedenaturierung ver-
zichtet wurde. Nach den Erfahrungen bei den vorangegangenen Mutanten wurden alle En-
zymtests bei 50 °C durchgefiihrt. Bei der GC-Analyse konnten erstmals im Enzymtest bei
einer SHC mehrere neue Produkte detektiert werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: GC-Chromatogramme der Enzymprodukte der WT-SHC [A] und der Y420A-
SHC [B] nach 14 h Inkubation bei 50 °C. Squalen (S), Hopen (H), Diplopterol (D). Pfeile weisen
auf die charakterisierten neuen Nebenprodukte o-Polypodatetraen (1), y-Polypodatetraen (2) und
130H)-Malabaricatrien (3) hin. Die Peaks einiger identischer Produkte (mit steigenden RT:
Dammara-13(17),24-dien, 17-Isodammara-12,24-dien, Neohop-13(18)-en und 17-Isodammara-
20(21),24-dien) sind zur besseren Ubersicht bei den beiden GC-Chromatogrammen durch Linien
verbunden.

Fiir die Isolierung der neuen Produkte zur Strukturaufklarung wurde darauthin diese Mu-
tante zweimal im 20-Liter-Fermenter herangezogen. Nach Zellaufschlufl von jeweils 20 g
Zellen (siehe 2.6.5) wurde der Rohextrakt fiir groBvolumigen Enzymtests verwendet (siche
2.6.11) und die Lipide extrahiert und iiber Kieselgel von Triton X-100 befreit (siche 2.7.1).
Aus diesem gereinigtem Produktgemisch wurden drei der neuen SHC-Produkte in der Ar-
beitsgruppe von Prof. Dr. M. ROHMER, Universitit Straburg, durch préparative Diinn-

schichtchromatographie isoliert und deren Struktur durch 'H- und *C-NMR, GC/MS und
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GC aufgeklirt (PALE-GROSDEMANGE ef al., 1999). Die Massenspektren der neuen Verbin-

dungen sind in Abbildung 26 - 28 wiedergegeben.
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Abbildung 26: Massenspektrum und Fragmentierungsschema des von der Y420A-SHC ver-
stirkt gebildeten o-Polypodatetraen (= Polypoda-8(26),13,17,21-tetraen). Zu den Massen der

einzelnen Fragmente siche auch Legende zu Abbildung 24.
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Abbildung 27: Massenspektrum und Fragmentierungsschema des von der Y420A-SHC ver-
stirkt gebildeten y-Polypodatetraen (= Polypoda-7,13,17,21-tetraen). Zu den Massen der ein-

zelnen Fragmente siche auch Legende zu Abbildung 24.
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Die Massenspektren dieser beiden isomeren Polypodatetraenmolekiile lassen sich durch
charakteristische Unterschiede bei den relativen Héufigkeiten einzelner Massenfragmente

unterscheiden (SHIOJIMA et al., 1983).
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Abbildung 28: Massenspektrum und Fragmentierungsschema des von der Y420A-SHC ver-
starkt gebildeten 13oi(H)-Malabaricatrien (= (17E)-13o(H)-Malabarica-14(27),17,21-trien).
Zu den Massen der einzelnen Fragmente siche auch Legende zu Abbildung 24. Als Vergleich
wurden entsprechende MS-Literaturdaten von MASUDA et al. (1989) herangezogen.

Zusétzlich zu den drei neuen Nebenprodukten o~ und y-Polypodatetraen sowie Malabari-
catrien konnten in der GC-Analyse vier weitere neue Nebenprodukte mit RT = 5,0 min
(Produktanteil 0,4 %), 5,4 min (0,4 %), 7,1 min (3,0 %) und 7,5 min (1,6 %) nachgewiesen
werden. Da diese Verbindungen jedoch nicht aus dem Produktgemisch isoliert wurden,
konnte die Struktur dieser neuen SHC-Produkte auch nicht durch NMR-Analysen aufge-
klart werden. Alle im GC-Chromatogramm erkennbaren Produkte der Y420A-SHC sind
mit deren prozentualen Anteil am Gesamtproduktgemisch in Tabelle 6 aufgelistet.

Das Produktgemisch der Y420A-SHC mit den drei neuen charakterisierten Nebenproduk-
ten wurde auch als Standard fiir die GC/MS-Analyse verwendet, mit dem die zum Teil nur
minimalen Spuren von Polypodatetraen und Malabaricatrien im Produktgemisch des WT-
Enzyms und der F601A-Mutante identifiziert werden konnten.

Auch bei der Y420A-SHC bewirkt der Austausch einer Aminosdure im aktiven Zentrum
eine deutlichen Reduktion der Umsatzgeschwindigkeit. So wird nach einer einstiindigen

Inkubation gerade einmal ein Drittel des Squalenumsatzes des WT-Enzyms erreicht. Diese
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Umsatzrate steigt allerdings bei langeren Inkubationszeiten noch deutlich an und hat nach
14 Stunden fast die des WT-Enzyms erreicht. Damit weist diese Cyclase von allen hier
getesteten Alanin-scanning-Mutanten die gro3te Enzymaktivitét auf (Tabelle 7).

Durch die hohen Squalen-Umsatzraten der Y420A- und der F601A-Mutante wurde die
Isolierung der von diesen Enzymen gebildeten neuen Cyclisierungsprodukte in einer fiir

die Strukturaufklarung ausreichenden Menge wesentlich erleichtert.

Tabelle 6: Hiufigkeit der einzelnen Enzymprodukte im Produktspektrum von WT-SHC und
Y420A-SHC (vergleiche Abbildung 25).

Produktanteil [%]

Produkt RT [min] WT-SHC  Y420A-SHC
Unbekannt 5,0 0 0,4
o-Polypodatetraen 5,2 0,2 8,7
Dammara-13(17),24-dien 5,4 0 0,4
v-Polypodatetraen 5,5 0,9 5,4
Unbekannt 5,8 0,15 2,4
130(H)-Malabaricatrien 6,1 0,1 1,8
17-Isodammara-12,24-dien 6,6 1,6 3,0
Eupha-7,24-dien 6.8 0,7 7.6
Unbekannt 7,1 0 3,0
Neohop-13(18)-en 7,3 0,4 3,7
Unbekannt 7.5 0 3,7
Dammara-20(21),24-dien 7,8 0,9 0,6
17-Isodammara-20(21),24-dien 8,0 1,3 4,5
Hopen [H] 9,7 80,9 51,1
Diplopterol [D] 12,8 12,3 4,8

Tabelle 7: Squalen-Umsatzraten von WT-, Y420A- und F601A-SHC nach 2 und 14 Stunden
Inkubation bei 50 °C. Zur Formel fiir die Berechnung der Umsatzraten siche Tabelle 4.

Squalenumsatz [%] nach

Enzym
2h 14 h
WT 98 99.4
Y420A 55,5 98,5
F601A 27,1 91,5

Eine Zusammenfassung der unterschiedlichen Squalen-Umsatzraten aller in dieser Arbeit
beschriebenen Alanin-scanning-Mutanten der SHC im Vergleich zur Aktivitit des WT
zeigt Abbildung 29. Trotz Unterschieden beim Ansatz der Enzymtests (Verwendung von
gereinigtem Protein bei der WT-, H451A- und W489A-SHC bzw. Rohextrakt bei der
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Y420A- und F601A-SHC) konnen die bestimmten Enzymaktivitdten miteinander vergli-

chen werden, da fiir alle Tests gleiche Zellmengen aufgearbeitet wurden.
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Abbildung 29: Zeitlicher Verlauf des Squalen-Umsatzes wihrend einer Inkubationsdauer der
SHC von 14 Stunden bei 50 °C nach den Daten aus Tabelle 4 & 7. WT-SHC (1), Y420A-SHC
(2), F601A-SHC (3), H451A-SHC (4) und W489A-SHC (5) (Daten nach Tabelle 4 & 7).

3.4 Molecular Modelling

3.4.1 Rontgenstrukturdaten der SHC

Grundlage fiir das Molecular Modelling bildeten die von U. Wendt ermittelten und zur

Verfligung gestellten Rontgenstrukturdaten der SHC bzw. die entsprechenden in der Pro-

tein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb)) hinterlegten Datensitze 1SQC, 2SQC und

3SQC. Die wichtigsten Eigenschaften und Unterschiede dieser Datensitze sind in Tabelle
8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Eigenschaften der Datensitze zur Rontgenstruktur der SHC aus der Protein Data
Bank. V: Lauryldimethylaminoxid; ®: n-Octyl-Tetraoxyethylen

Datensatz
1SQC 2SQC 3SQC
Auflésung [A] 2,85 2,00 2,80
Abweichung vom WT keine D376C/C435S D376C
Aminosauren A10-1628 A8 —R630 A10-1628
Quartarstruktur Monomer Dimer Trimer
Heteroatome LDAOY, H,0 CsEq?, H,0 H,0
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3.4.2 Aktives Zentrum der SHC

Aufgrund der Einschriankungen durch die zur Verfligung stehenden Hard- und Software
wurden fiir die Analysen die PDB-Datensitze auf die Atomkoordinaten ausgewihlter
Aminosduren des aktiven Zentrums reduziert. Dazu wurden beim Datensatz 1SQC bis auf
das LDAO im aktivem Zentrum und den 45 AS in einer Entfernung von maximal 7,500 A
vom LDAO (L36, S38, M42, R127, W169, G259, G260, 1261, Q262, P263, P264, Q305,
A306, S307, 1308, S309, W312, L316, A364, F365, Q366, D374, V375, D376, D377,
T378, V380, A419, Y420, F437, D447, V448, H451, R488, W489, G490, Y495, T599,
G600, F601, D604, F605, L607, Y609, Y612) alle Koordinaten der iibrigen AS geldscht.
Der Datensatz 2SQC wurde ebenfalls auf diese AS reduziert, wobei an Stelle des D376 in
der WT-SHC hier das C376 ausgewéhlt wurde (siche Tabelle 8). Die Molekiile der so ent-
standen neuen Datensétze wurden anschlieBend durch Uberlagerung zur Deckung gebracht
und die Datensitze in dieser Orientierung abgespeichert (1SQC _AZ.pdb und
2SQC_AZ.pdb). Beim Datensatz 2SQC_AZ.pdb mit der hdheren Aufldsung von 2,0 A
wurden die Koordinaten von C376 durch die von D376 aus 1SQC_AZ.pdb (WT, Auflo-
sung nur 2,8 A) ersetzt. Um die SHC-Produkte besser ins aktive Zentrum hineinmodellie-
ren zu konnen (sieche 3.4.4), wurden abschlieBend noch die LDAO-Koordinaten aus
1SQC_AZ.pdb eingefiigt und als SQC_AZ.pdb abgespeichert. Dieser Datensatz wurde fiir

alle weiteren Analysen verwendet.

3.4.3 Struktur der SHC-Produkte

Da in Datenbanken fiir Hopen keine Angaben zur Rontgenstrukturanalyse verfiigbar waren
(U. WENDT, personl. Mitteilung), wurden von diesem Molekiil sowie von den neuen Ne-
benprodukten der in dieser Arbeit vorgestellten SHC-Mutanten (17-Isodammara-
20(21),24-dien, o- und y-Polypodatetraen und 130/(H)-Malabaricatrien) dreidimensionale
Molekiilmodelle generiert. Dafiir wurde zuerst das Programm CHEM3D PRO, dann jedoch
das Programm CORINA verwendet (siche 2.8.2). Die mit letzterem Programm erzeugten

3D-Molekiilmodelle wurden fiir die weiteren Analysen eingesetzt.

3.4.4 Modellierung der SHC-Produkte in das aktiven Zentrum der SHC

Da bisher keine Rontgenstrukturanalysen der SHC mit einem der Enzymprodukte im akti-
ven Zentrum durchgefiihrt wurden, wurde durch Molecular modelling ein 3D-Modell des
Hopens (siehe 3.4.3) in das aktive Zentrum der SHC (siehe 3.4.2) nach den Angaben von
WENDT (1997) eingefiigt. Das Hopen wurde dabei mit Hilfe des LDAO als Leit-Molekiil
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manuell so orientiert, dall das C4 des Hopens den Platz des Stickstoffatoms des LDAO und
die Methylgruppen am C4 den der N-Methylgruppen des LDAO einnehmen. AnschlieBend
wurde das Hopenmolekiil aus dieser Position geringfligig so verschoben, daf3 es zu keinen
Uberlappungen der van-der-Waals-Radien von Atomen des Hopenmolekiils und der

Atome der Aminoséduren des aktiven Zentrums kommt (Abbildung 30).

F437
M42

Abbildung 30: Seitenketten der Aminosiuren des aktiven Zentrums der SHC mit einem hin-
einmodelliertem Hopenmolekiil. Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit sind von den in 3.4.2 aufge-
fiihrten Aminoséduren sdmtliche Alanin-, Glycin-, Serin-, Threonin-Reste sowie Valin375 und 448
nicht dargestellt. Die bei der Mutagenese gegen Alanin ausgetauschten Aminosduren Y420, H451,
W489 und F601 sind markiert.
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Dieses 3D-Modell wurde auch dazu verwendet, um weitere Modelle des aktiven Zentrums
mit den anderen charakterisierten Produkten der SHC (siehe 3.4.3) herzustellen. Dafiir
wurden diese Molekiile zuerst durch eine genaue Uberlagerung ihrer A- und B-Ringe mit
denen des Hopenmolekiils im aktiven Zentrum angeordnet und anschlieend das Hopen-
molekiil aus dem Datensatz geldscht. Sterische Uberlappungen der nichtcyclischen Seiten-
ketten mit Aminosduren des aktiven Zentrums wurden in diesen Fillen nicht weiter be-

riicksichtigt.

3.4.5 Simulation der Mutagenesen durch Molecular Modelling

Deletionsmutanten

Der Datensatz 2SQC entspricht weitestgehend der Mutante DelN1 (Deletion von A2 bis
E7; siehe 3.2.4), da in ihm die Atomkoordinaten erst ab der darauffolgenden Aminoséuren
A8 enthalten sind. Die fehlenden N-terminalen AS Met und (His)s wurden der Vollstén-
digkeit halber mit dem Programm Swiss-PDBViewer hinzugefiigt.

Fir ein Modell der DelN2-Mutante wurden mit dem ,,Mutations-Tool*“ desselben Pro-
gramms bei 2SQC die N-terminalen AS A8 bis W32 geldscht und die nachfolgenden AS
33 bis 39 wie folgt gedndert: W33M/G34H/P35H/L36H/L37H/S38H/N39H.

Alanin-Scanning-Mutanten

Mit dem gleichen Programm wurden auch die Alanin-scanning-Mutationen (Y420A,
H451A, W489A, F601A) an einem Datensatz des aktiven Zentrums der SHC mit einem
hineinmodellierten Hopenmolekiil oder einem der anderen Produkte der betreffenden Mu-

tante simuliert (ndheres dazu in der Diskussion, siche 4.6).

3.5 Limitierte Proteolyse der SHC

3.5.1 Trypsinverdau

Bei Versuchen zur limitierten Proteolyse der SHC wurde von WENDT (1994) eine bevor-
zugte Trypsinschnittstelle nach R234 beschrieben. Da nach der Sequenzkorrektur (siehe
3.1.1) an dieser Position jedoch kein Arginin-Rest vorhanden ist, wurden diese Experi-
mente wiederholt. Dafiir wurde die SHC mit Rinderpankreas-Trypsin versetzt, bei 37 °C
maximal 90 min inkubiert und die zu verschiedenen Zeiten aus dem Reaktionsansatz ent-
nommenen Aliquots im SDS-Gel analysiert. Dabei konnte das durch den Proteaseverdau
entstandene ca. 45 kDa-Fragment schon innerhalb der ersten Minuten nach Inkubationsbe-

ginn identifiziert werden (siche Abbildung 31). Eine zweite deutliche Proteinbande mit
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einem etwas geringeren Molekulargewicht kann mit einer gewissen zeitlichen Verzoge-

rung festgestellt werden.

1 M2 3456 78910

-

M__,_, <« SHC

.‘ S — — 45 kDa-Fragment
- 4 :

R
M‘ < Trypsin

Abbildung 31: SDS-Gelanalyse eines proteolytischen Verdaus der SHC mit Trypsin. (1) SHC;
M: Molekulargewichtsmarker (Banden: 94, 67, 43, 30, 20 und 14,4 kDa; Punkte markieren die
schlecht sichtbaren 30 und 14,4 kDa-Banden), SHC mit Trypsin nach 0 min (2), 5 min (3), 10 min
(4), 20 min (5), 30 min (6), 40 min (7), 50 min (8), 60 min (9) und 90 min (10).

3.5.2 N-terminale Ansequenzierung des SHC-Fragments

Zur Bestimmung der AS-Sequenz der Trypsinschnittstelle wurde das 45 kDa-Fragment
isoliert und fiir die N-terminale Ansequenzierung durch Edman-Abbau verwendet (siche
2.6.15). Die schrittweise freigesetzten AS konnten durch HPLC-Analyse identifiziert wer-

den:

Tabelle 9: Identifizierung der N-terminalen Aminosiuren des durch Trypsinverdaus ent-
standenen 45 kDa-SHC-Fragmentes. Die Identifizierung der Aminosduren erfolgte in der Rei-
henfolge ihrer Freisetzung durch den Edman-Abbau. Bei nicht eindeutig identifizierbaren AS ist
die wahrscheinlichere Charakterisierung zuerst aufgefiihrt.

Aminosaure 1 2 3 4 5 6 7 819 10
Charakterisierung |A|A>L|E>Q/H [I>G|R>Y |A>Q | L/K |[D|?| L

Mit den durch den Edman-Abbau bestimmten AS konnten zwei engbenachbarte
Trypsinschnittstellen in der korrigierten AS-Sequenz der SHC identifiziert werden (siche
Tabelle 10).
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Tabelle 10: Charakterisierung der identifizierten Trypsinschnittstellen in der SHC-Sequenz.
Vom Ergebnis des Edman-Abbaues abweichende AS in der SHC-Sequenz sind unterstrichen.

Molekulargewicht des
Sequenz der Schnittstelle
N-terminalen Fragments | C-terminalen Fragments

R223 ALHGY QKL S

<

25,7 kDa 45,8 kDa

R238 AAEIRALDWL 27,5 kDa 44,0 kDa

3.6 Oligomerisierung der SHC unter nativen Bedingungen

3.6.1 Gelfiltrationschromatographie

Zur Bestimmung des Oligomerenstatus der SHC in einer detergenzfreien Losung wurde
die durch Anionenaustauschchromatographie gereinigten WT-SHC (siehe 3.3.2) fiir eine
Analyse durch Gelfiltrationschromatographie eingesetzt (siche 2.6.12). Aufgrund der ge-
ringen FluBrate muBiten die verschiedenen Laufe mit den Eichproteinen und der Cyclasen
an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt werden. Dabei erwies sich die
Pumpengeschwindigkeit bei kleinsten Drehzahlen als nicht konstant. Da jedoch gleiche
Proteine in den verschiedenen Liufen verwendet wurden, konnten Korrekturfaktoren be-
rechnet werden, um damit die FluBratenabweichungen herauszurechnen. Wie aus der Ab-
bildung 31 hervorgeht, kann fiir die detergenzfreie SHC mit einem Elutionsvolumen von
74 ml ein Molekulargewicht von ca. 442 kDa bestimmt werden, was etwa einem Hexamer

entspricht.

3.6.2 FPLC-Analysen

Zur Uberpriifung des Ergebnisses der Gelfiltrationschromatographie wurde das Molekular-
gewicht detergenzfreier SHC zusidtzlich noch durch FPLC-Analysen bestimmt (siche
2.6.13). Wie aus der Abbildung 32 hervorgeht, wurde auch hier bei einem Elutionsvolu-
men von 10,89 ml mit Molekulargewicht des SHC-Oligomers von ca. 453 kDa ein ver-

gleichbares Ergebnis erzielt.
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Abbildung 32: Eichgerade zur Gelfiltrationschromatographie. Folgende Eichproteine wurden
verwendet: (1) Thyroglobulin [669 kDa], (2) Ferritin [440 kDa], (3) Catalase [232 kDa] und (4)
Aldolase [158 kDa]. Das Elutionsvolumen der SHC ist auf der Eichgerade markiert.
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Abbildung 33: Eichgerade zur FPLC-Analyse. Folgende Eichproteine wurden verwendet: (1)
Thyroglobulin [669 kDa], (2) Ferritin [440 kDa], (3) Catalase [232 kDa]; (4) Aldolase [158 kDa];
(5) BSA [67 kD] und (6) Ovalbumin [43 kDa]. Das Elutionsvolumen der SHC ist auf der Eichgera-
de markiert.
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4 Diskussion

4.1 Die Sequenz der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius

Die Triterpen-Cyclasen und die von ihnen katalysierten Reaktionen sind schon seit einem
halben Jahrhundert Gegenstand intensiver Forschung. In den ersten Jahrzehnten konzen-
trierten sich die Arbeiten hauptséchlich darauf, durch Verfiitterung markierter Substrate
und die anschliefende Isolierung und Analyse der gebildeten Produkte die Stoffwechsel-
wege in ganzen Organismen oder Organen aufzuklaren. Ab den 1980iger Jahren ging man
dann zunehmend dazu iiber, statt kompletter Biosynthesewege nun einzelne der dabei be-
teiligten Enzyme zu isolieren und zu analysieren. Dadurch konnten in den letzten Jahren
wesentliche Erkenntnisse iiber die Funktion und Regulation dieser Enzyme gewonnen
werden (CANE, 1999).

Bei den meisten Triterpen-Cyclasen lief dieser Erkenntnisgewinn in dhnlichen Phasen ab.
Am Beginn stand die Isolierung und Aufreinigung der Enzyme aus Rohextrakten und de-
ren anschlieBende biochemische Charakterisierung. Als erste Triterpen-Cyclase wurde die
Squalen-Hopen-Cyclase aus Alicyclobacillus acidocaldarius 1986 isoliert (SECKLER &
PORALLA, 1986; NEUMANN & SIMON, 1986). Die ersten eukaryotischen Oxidosqualen-
Cyclasen wurden in den darauffolgenden Jahren isoliert (BUNTEL & GRIFFIN, 1992; COREY
etal., 1993).

In der zweiten Phase wurden dann die Gene der Triterpen-Cyclasen isoliert, kloniert und
sequenziert. Am Beginn stand wieder die SHC aus A. acidocaldarius, deren Gen 1990 iso-
liert wurde (OCHS, 1990; OCHS et al., 1992). Die erste Lanosterol-Cyclase wurde 1992 aus
Candida albicans (BUNTEL & GRIFFIN, 1992), die erste pflanzliche Cycloartenol-Cyclase
ein Jahr spéter aus Arabidopsis thaliana isoliert (COREY et al., 1993). Zwar wurden auch in
den Folgejahren gezielt weitere Gene von Triterpen-Cyclasen kloniert, doch wurde deren
Zahl inzwischen durch die bei Genomprojekten gefundenen Sequenzen (potentieller) Tri-
terpen-Cyclasen bei weitem tiibertroffen. So wurden bis 1997 insgesamt sechs SHC-Gene
kloniert, denen inzwischen mehr als dreillig SHC-Sequenzen aus Genomsequenzierungen
gegeniiberstehen (siehe unten). Offen bleibt dabei jedoch, ob diese potentiellen Cyclasen in
vivo auch exprimiert werden und welche Funktion die entsprechenden Genprodukte im
Organismus haben. Die Losung dieser Fragen gehort zu den Aufgaben der Proteomfor-

schung in den nachsten Jahren.
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Mit den isolierten Gensequenzen wurde dann auch die dritte Phase mit der Etablierung von
Expressionssystemen und der molekularbiologische Untersuchung der Cyclasen durch ge-
zielte Mutagenese moglich.

Die letzte Phase mit der Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse der Triterpen-Cyclasen
war bisher nur bei der SHC aus A. acidocaldarius erfolgreich (WENDT, 1997; WENDT et
al., 1997; LENHART et al., 2003; REINERT et al., 2004). Bei den eukaryotischen Oxido-
squalen-Cyclasen scheiterte dies bisher unter anderem daran, dal diese Enzyme instabil
und in E. coli nicht funktionell tiberexprimiert werden kéonnen (HOSHINO & SATO, 2002).
Erst nachdem kiirzlich iiber die erfolgreiche Uberexpression der humanen OSC in der Hefe
Pichia pastoris berichtet wurde (RUF et al., 2004), kann jetzt wahrscheinlich auch bei den
eukaryotischen Triterpen-Cyclasen in absehbarer Zeit mit derartigen Fortschritten gerech-
net werden.

Wie oben erwéhnt, wurde die erste Squalen-Hopen-Cyclase aus 4. acidocaldarius isoliert.
Im Verlauf dieser Arbeit kamen dann mehrere weitere bakterielle Squalen-Cyclasen hinzu.
Dadurch standen zunehmend mehr Proteinsequenzen zur Verfligung, mit denen die der
SHC aus A. acidocaldarius verglichen werden konnte. Wéhrend die anderen SHC iiber den
gesamten Sequenzbereich Homologien aufwiesen, konnten bei der SHC von 4. acidocal-
darius im N-terminalen Bereich doch deutliche Sequenzabweichungen festgestellt werden.
Durch genauere Sequenzvergleiche konnte der Bereich mit der abweichenden Aminosiu-
resequenz auf die Region zwischen den Aminosduren 70 und 240 eingeschrinkt werden
(siehe 3.1.1). Die wahrscheinlichste Ursache fiir eine derartige Sequenzabweichung ist ein
Fehler bei der DNA-Sequenzierung des SHC-Gens bei 4. acidocaldarius. Eine von allen
anderen Bakterien abweichende evolutionidre Entwicklung der SHC bei diesem Organis-
mus, die zu einer derartig verdnderten N-terminalen Aminosduresequenz filihrt, ist dagegen
wesentlich unwahrscheinlicher. Deshalb wurde die DNA-Sequenz des SHC-Gens und die
davon in allen drei Leserastern ableitbaren Aminosduresequenzen niher analysiert und mit
den Sequenzen anderer bakterieller Cyclasen verglichen. Dabei zeigte sich, dal in dem
Sequenzabschnitt, in dem die 4. acidocaldarius-SHC von den anderen Enzymen abwich,
in den verschiedenen Leserastern Aminosduresequenzen auftauchten, die eine wesentlich
groBBere Sequenziibereinstimmung aufwiesen. Dieser Hinweis, daf tatsédchlich Leseraster-
spriinge in der urspriinglichen SHC-Sequenz die Ursache fiir die beobachteten Sequenzab-
weichungen sind, wurde durch eine partielle DNA-Sequenzierung des SHC-Gens verifi-
ziert. Dazu wurde entsprechend der DNA-Sequenz vor bzw. nach dem Bereich mit der

Abweichung zu den Sequenzen der anderen Cyclasen ein Primerpaar konstruiert (Aa-
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Seql/AaSeq2) und damit dieser Sequenzabschnitt mehrfach sequenziert. Dabei wurden im
Vergleich zur urspriinglichen DNA-Sequenz sechs zusitzliche Nukleotide sowie drei
Nukleotidsubstitutionen entdeckt. Da sich diese Anderungen iiber den gesamten sequen-
zierten Bereich verteilten, fiihrte dies zu einer 163 AS umfassenden neuen Sequenz zwi-
schen den Aminosiuren D75 und A239.

Nach diesem Ergebnis wurden die Sequenzierdaten, die bis dahin bei Mutageneseexperi-
menten mit der SHC von A. acidocaldarius angefallen waren, ebenfalls nach Hinweisen
auf Abweichungen gegeniiber der urspriinglich publizierten SHC-Sequenz iiberpriift. Auch
hier konnten sechs Insertionen und zwei Nukleotidsubstitutionen festgestellt werden (C.
FEIL, personliche Mitteilung). Da diese Anderungen jedoch engbenachbarte Sequenzberei-
che betraf, fiihrten sie zu wesentlich geringeren Anderungen der AS-Sequenz (G269 —
A271; P320 — R322/A323; P391/Q392 — R394/R395/R396).

Zusitzlich fiel bei der Aufklarung der Rontgenstruktur der SHC auf, daB3 die gemessenen
Elektronendichten im C-terminalen Bereich nicht mit der von OCHS publizierten AS-
Sequenz in Ubereinstimmung zu bringen waren (U. WENDT, personliche Mitteilung).
Durch die Sequenzierung des betreffenden Genbereichs konnten die letzten drei Nukleotid-
substitutionen festgestellt werden, die zu einer geédnderten Sequenz (S597/P598 —
G600/F601) fiihren.

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Mutagenesen wurden mehrere Fragmente
des SHC-Gens in pUC18 subkloniert (siehe 3.1.1). Zur Kontrolle wurden sdamtliche Inserts
der so erzeugten Plasmide, die zusammen den Bereich der letzten 342 AS der SHC ent-
sprechen, zur Kontrolle vollstindig sequenziert. Sowohl hierbei als auch bei einer kom-
pletten Neusequenzierung des SHC-Gens in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G.E. SCHULZ,
Universitét Freiburg 1. Br. (G. ZIEGLER & O. WITTEKINDT; personliche Mitteilung) sowie
der davon unabhéngig durchgefiihrten Isolierung und Klonierung des SHC-Gens aus A.
acidocaldarius JCM 5260 in der Arbeitsgruppe von T. HOSHINO, Niigata University, Japan
(SATO et al., 1998a) konnten auBler den oben beschriebenen Sequenzidnderungen keine
weiteren Abweichungen festgestellt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse und der Uberein-
stimmung der neuen Sequenz mit den Daten der Rontgenstrukturanalyse kann die korri-
gierte Version der SHC-Sequenz (siche Abbildung 9) nun als die gesicherte WT-Sequenz
der SHC von A. acidocaldarius angesehen werden.

Insgesamt wurden also bei der Sequenziiberpriifung iiber die gesamte AS-Sequenz verteilt
12 zusitzlich Nukleotide festgestellt. Dadurch verldngert sich die korrigierte AS-Sequenz

um vier zusétzliche Aminoséuren auf eine Lange von jetzt 631 AS. Durch alle zusétzlichen
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Nukleotide und die bei der Uberpriifung ebenfalls gefundenen neun Nukleotidsubstitutio-
nen weist die SHC von A. acidocaldarius jetzt an 171 von 631 AS-Positionen (27,1 %)
eine neue Sequenz auf.

Die Anderungen der AS-Sequenz im Vergleich zu der urspriinglich von OCHS beschriebe-
nen Sequenz haben unterschiedliche Auswirkungen. Am geringsten wirken sich die Se-
quenzédnderungen auf das Molekulargewicht der SHC aus, welches nur gering von 69,4 auf
71,5 kDa ansteigt. Schon deutlicher wirken sich die Sequenzénderungen dagegen auf die
AS-Zusammensetzung der SHC aus. So sind in der korrigierten Sequenz jetzt 17 Arginin-
Reste weniger vorhanden. Der von OCHS mit 10,5 % als sehr hoch beschriebene Anteil
reduziert sich damit auf 7,8 %. Auch die Zahl der Alanin- und Serin-Reste wird deutlich
um jeweils 13 bzw. 12 reduziert. Deutlich zugenommen hat dagegen die Zahl der aromati-
schen Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan, die jetzt auf einen Anteil von
zusammen 12,5 % kommen. Ahnliche Werte sind auch bei anderen SHC gefunden worden:
so z.B. 12,4 % bei der SHC von Methylococcus capsulatus (TIPPELT 1997), 11,1 % bei
Alicyclobacillus acidoterrestris (CHOL, 1995) und 10,4 % bei Bradyrhizobium japonicum
(PERZL, 1996). Dieser hohe Anteil aromatischer AS ist damit ein charakteristisches Merk-
mal der SHC. Da zudem zahlreiche Aromaten in den verschiedenen Cyclasen konserviert
sind, wurde schon vor der Rontgenstrukturautkldrung der ersten SHC vermutet, da3 einige
dieser Aminosduren Bestandteil des aktiven Zentrum sind und an der Stabilisierung der bei
der Cyclisierungsreaktion auftretenden intermedidren Carbokationen beteiligt sind
(PORALLA et al., 1994; DOUGHERTY, 1996; LESBURG et al., 1998). Diese Funktion konnte
experimentell durch Mutagenese dieser Aminosduren inzwischen bestétigt werden (siche
4.5; MERKOFER et al., 1999, PALE-GROSDEMANGE et al., 1999; FULL & PORALLA, 2000).
Vor allem durch diese Zunahme der aromatischen AS (zusitzlich aber auch die einiger
anderer AS) steigt der Anteil der hydrophoben AS deutlich um 44 und erreicht jetzt einen
Anteil von 34,7 % (siche Tabelle 1).

Am deutlichsten wirkt sich die Sequenzkorrektur auf die Ubereinstimmung mit den Se-
quenzen anderen bakterieller Squalen-Hopen-Cyclasen aus. Zeigte die alte Sequenz im
fehlerhaften Bereich im Durchschnitt weniger als 15 % Identitit bzw. nur rund 20 % Ahn-
lichkeit zur Sequenz der SHC aus A. acidoterrestris (siche Abbildung 8), so werden nach
der Sequenzkorrektur in beiden Fillen um rund 40 % hohere Werte erreicht. Damit zeigt
der korrigierte Sequenzbereich jetzt ein vergleichbares MaB an Ubereinstimmung wie die

davor- und danachliegenden Sequenzbereiche. Auch im Vergleich zu den SHC-Sequenzen
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anderer Bakterien werden jetzt — abgestuft nach Verwandtschaftsgrad zwischen den Se-
quenzen — deutlich héhere Sequenziibereinstimmungen erreicht (siche Tabelle 2).
AbschlieBend soll noch kurz analysiert werden, welche Griinde moglicherweise dazu ge-
fithrt haben, dal3 die 1990 verdffentlichte Sequenz der SHC fehlerhaft war und warum es
einige Jahre gedauert hat, bis dieser Fehler entdeckt wurde. Schon von OCHS (1990) wurde
darauf hingewiesen, dal} die Sequenzierung des SHC-Gens teilweise dullerst problematisch
war. Diese Probleme wurden auf den in manchen Genabschnitten extrem hohe GC-Gehalt
der DNA von z. T. liber 95 % zurilickgefiihrt. Zwei der drei von OCHS als Beispiele aufge-
fithrten Sequenzbereiche, die von ihm nur mit Hilfe modifizierter Nukleotide sequenziert
werden konnten, gehoren auch tatsdchlich zu den Abschnitten des SHC-Gens, bei denen
bei der Sequenziiberpriifung im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine verdnderte Sequenz
festgestellt werden konnte.

Zusitzlich werden wohl auch technische Griinde eine Rolle bei der fehlerhafte Sequenzbe-
stimmung gespielt haben. So wurde die Sequenzierreaktion von OCHS noch mit radioaktiv
markierten Primern durchgefiihrt und zur Dokumentation wurden mit den im Gel aufge-
trennten Sequenzen Rontgenfilme durch Autoradiographie belichtet, die anschlieBend
visuell ausgewertet wurden. Im Gegensatz dazu wurden bei der Nachsequenzierung im
Rahmen dieser Arbeit fluoreszenzmarkierte Primer eingesetzt und die Bestimmung der
Nukleotidsequenz erfolgte vollautomatisch mit Hilfe eines Automated Laser Fluoreszent
A.LF.™ DNA Sequencers (siche 2.4.10). Die automatische Signalauswertung macht si-
cherlich eine hohere Sensitivitdt und damit einhergehend auch ein geringer Fehleranfallig-
keit der Auswertung moglich, als es bei einer rein visuellen Auswertung der Fall ist.
Mehrere Griinde haben dazu beigetragen, dal} es fiinf Jahre gedauert hat, bis der Fehler in
der Gensequenz der SHC von A. acidocaldarius testgestellt wurde. Als die Sequenz 1990
erstmals bestimmt wurde, konnten bei Datenbankrecherchen keine homologen Sequenzen
gefunden werden (OCHS, 1990). Die fehlerhafte Sequenz im N-terminalen Bereich dieser
SHC konnten deshalb solange nicht durch Vergleiche mit anderen verwandten Sequenzen
entdeckt werden, bis einige Jahre spdter mehrere Sequenzen anderer SHC und OSC zum
Vergleich zur Verfiigung standen. Auch nachdem ein Vergleich mit anderen Cyclasen
moglich wurde, fiel die Abweichung in der Sequenz von A. acidocaldarius nicht sofort ins
Auge, da generell bei allen Triterpen-Cyclasen der N-terminalen Bereich einen deutlich
geringer Konservierungsgrad als der C-terminalen Bereich aufweist. Erschwerend kam
noch hinzu, daB der fehlerhafte Sequenzbereich zwischen den QW-Motiven 5c und 5b lag.

Somit fehlten durch die fehlerhafte Sequenz auch keine konservierten Sequenzmotive, was
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einen Hinweis auf eine Sequenzabweichung hitte liefern konnen. Das gleiche galt auch fiir
die Analyse der SHC durch SDS-PAGE, da sich das aus der falschen Sequenz abgeleitete
Molekulargewicht der SHC mit 69,4 kDa kaum vom tatsdchlichen Molekulargewichts von
71,5 kDa unterschied und dieser kleine Molekulargewichtsunterschied im Gel leicht iiber-
sehen werden konnte. SchlieBlich wurde die Sequenzabweichung auch deshalb so lange
nicht entdeckt, da in den darauffolgenden Jahren der N-terminale Genbereich nicht erneut
sequenziert wurde. So unterblieb die schon von OCHS aufgrund der aufgetretenen Probleme
empfohlene Nachsequenzierung und die von FEIL im Rahmen ihrer Mutageneseexperi-
mente durchgefiihrten Sequenzierungen betrafen ausschlieBlich mehr C-terminal gelegene

Sequenzbereiche.

4.2 Sequenzvergleich und Evolution der Triterpen-Cyclasen

Zum Zeitpunkt der Korrektur der SHC-Sequenz von 4. acidocaldarius standen fiir Se-
quenzvergleiche nur jeweils eine Handvoll weiterer SHC- und OSC-Sequenzen zur Verfii-
gung. Inzwischen sind auch durch die rasanten Fortschritte bei der Sequenzierung ganzer
Genome in den letzten Jahren eine Vielzahl weiterer Sequenzen von Triterpen-Cyclasen
dazugekommen. Aus diesem Grund wurde der Sequenzvergleich der SHC aus A. acidocal-
darius auch auf diese Sequenzen ausgedehnt, um dabei moglicherweise neue Erkenntnisse
iber die Evolution der Triterpen-Cyclasen gewinnen zu konnen. Dafiir wurden alle poten-
tiellen Squalen-Cyclasen sowie der grofite Teil der Oxidosqualen-Cyclasen verwendet,

deren Sequenzen bis Ende 2003 in der GenBank am National Center for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/index.html)) verfiighar waren. Von

zwei Ausnahmen abgesehen (ndheres dazu siehe unten) wurden die DNA-Sequenzen aus
den zahlreichen noch nicht abgeschlossenen Genomprojekten in den Datenbanken der ver-
schiedenen Forschungszentren nicht nach moglicherweise dort vorhandenen Cyclase-
Genen durchsucht.

Durch die Genomanalysen hat sich in den letzten Jahren herausgestellt, da3 auch bei Pro-
karyoten zahlreiche Gene in mehreren Kopien vorhanden sind, was von den Eukaryoten
schon langer bekannt ist. Zu diesen Multicopy-Genen gehoren z. B. bei Rhodopirellula
baltica (= Pirellula sp. 1) 25,4 % (GLOCKNER et al., 2003), bei Bacillus subtilis 30 %
(KUNST et al., 1997) und bei Methanosarcina acetivorans sogar 49 % aller Gene
(GALAGAN et al., 2002). Wie die Ergebnisse der Genomsequenzierungen zeigen, sind in
einigen Organismen auch Cyclase-Sequenzen mehrfach vorhanden, so z. B. bei Rhodopi-

rellula baltica, wo fiinf SHC-homologe Sequenzen gefunden wurden, die Proteinen aus
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350, 355, 384, 462 und 661 Aminosduren entsprechen. Auch das Genom von Geobacter
sulfurreducens (METHE et al., 2003) enthilt zwei potentielle SHC-Gene, die fiir 679 bzw.
730 AS lange Proteine codieren. Fiir die Sequenzanalyse der Triterpen-Cyclasen wurde
jedoch pro Organismus nur jeweils eine Cyclase-Sequenz verwendet. Ausnahmen wurden
nur dort gemacht, wo es sich um unterschiedliche Triterpen-Cyclasen handelt. Ndhere An-
gaben zu den jeweils ausgewéhlten Sequenzen sind im Anhang zusammengestellt.

Da von vielen Triterpen-Cyclasen nur die Gensequenz bekannt ist, ist damit vollkommen
ungeklirt, ob das Gen im jeweiligen Organismus {liberhaupt exprimiert wird und welche in
vivo-Aktivitit die jeweilige Cyclase aufweist. Ungeachtet dessen werden im Folgenden
trotzdem alle Sequenzen als Triterpen-Cyclasen behandelt und aufgrund ihrer Sequenz-
homologie einer der bekannten Gruppen von Triterpen-Cyclasen (siche Abbildung 4) zu-
geordnet.

Insgesamt wurden 74 Sequenzen beriicksichtigt, die sich auf 32 Squalen-Hopen-Cyclasen
und 42 Oxidosqualen-Cyclasen, darunter 13 Lanosterol-, 14 Cycloartenol-, fiinf Lupeol-,
acht B-Amyrin-, eine o-Amyrin- und eine Isomultiflorenol-Cyclase(n), verteilen. Das
Alignment dieser Sequenzen wurde mit CLUSTALX 1.81 erstellt und das Ergebnis durch
ein Realignment der Sequenzen im Bereich des QWS5c-Motivs (siche Anhang) verbessert.
Fiir die Erstellung eines Dendrogramms wurde die Neighbour-Joining-Methode (SAITOU &
NEI; 1987) verwendet. Das Dendrogramm wurde mit TREEVIEW 1.6.6 unter Verwendung
der Funktion ,,root with outgroup® dargestellt, wobei als ,,outgroup* die Sequenz von Me-
thanosarcina acetivorans aufgrund ihrer geringsten Ubereinstimmung mit den restlichen
Cyclasen definiert wurde (siche Abbildung 34). Auf eine Verifizierung des Ergebnisses
durch Verwendung anderer Phylogenie-Programme wurde verzichtet.

Im Dendrogramm der Triterpen-Cyclasen verteilen sich die Sequenzen auf insgesamt drei
Hauptgruppen. Die erste und kleinste wird von den Sequenzen der Squalen-Hopen-
Cyclasen der Archaea, Rhodopirellula und Desulfitobacterium gebildet. Die zweite Grup-
pe wird von allen weiteren SHC gebildet und die verschiedenen Oxidosqualen-Cyclasen
bilden zusammen die dritte Gruppe.

Die Squalen-Cyclasen der ersten Gruppe weisen die geringsten Ahnlichkeiten zu den Se-
quenzen aller restlichen Cyclasen auf. Ganz besonders interessant ist hier der Nachweis
SHC-homologer Sequenzen bei den drei Vertretern der Archaea, da aus dieser Organis-
mengruppe bisher noch keine Hopanoid-synthetisierende Arten bekannt sind. Zwar kom-
men in den Membranlipiden der Archaea verschiedene Isoprenoide (Cyp-, Cos- Cao-

Isoprenoid-Glycerol-Ether, Csy-Carotinoide (Bacterioruberine), Squalen und verschiedene
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Dehydrosqualene) vor, jedoch sind bisher keine cyclischen Triterpene in diesen Organis-
men gefunden worden (TAYLOR, 1984; ROHMER et al., 1984; OURISSON et al., 1987). Ob-
wohl die Sequenzen der drei Arten nur durchschnittlich 5-10 % Identitit und 12-20 %
Ahnlichkeit zu den anderen SHC aufweisen, kann eine Verwandtschaft dieser Sequenzen
mit den anderen bakteriellen SHC angenommen werden, da die wenigen konservierten
Aminosduren hauptsichlich in rudimentiren QW-Motiven vorkommen, welche bis heute
mit Ausnahme der ent-Kauren-Synthase aus Arabidopsis ausschlieBlich aus Triterpen-
Cyclasen bekannt sind (PORALLA et al., 1994) Auch das ebenfalls fiir Triterpen-Cyclasen
charakteristische aspartatreiche Motiv ist zumindest bei der Sequenz aus Methanosarcina
acetivorans (Sequenz [29] in Abbildung 34) rudimentdr vorhanden. Die geringen Se-
quenziibereinstimmungen lassen verschiedene Interpretationsmdéglichkeiten zu. Entweder
handelt es sich hier tatsdchlich um Squalen-Cyclasen, die sich nur durch eine deutlich ab-
weichende Sequenz von allen anderen bekannten SHC unterscheiden. Dal3 dies bei den
Archaea durchaus der Fall sein kann, wird am Beispiel der Squalen-Synthasen deutlich.
Obwohl Squalen in zahlreichen Archaea nachgewiesen wurde, konnte in den 17 bisher
vollstindig sequenzierten Archaea-Genomen nur bei Halobacterium sp. NRC-1 (NG et al.,
2000) das Gen einer Squalen-Synthase gefunden wurde. Andererseits ist vorstellbar, daf3
diese Sequenzen zwar von Squalen-Cyclasen abstammen, im Lauf der Evolution der
Archaea aber vollig neue Enzymaktivititen entwickelt haben. Zur Kldrung dieser Fragen
miilten die Proteine isoliert und ihre Enzymaktivitidt genauer analysiert werden. Mogli-
cherweise stellen diese Sequenzen aber auch nur noch rudimentére Reste ehemals funkti-
onsfahiger SHC-Gene dar, die liberhaupt keine Enzymaktivitit mehr aufweisen. Dafiir
spricht, dal3 es sich hier um die kiirzesten Sequenzen der Triterpen-Cyclasen handelt und
Hopanoide bei diesen Arten bisher nicht nachgewiesen wurden. Da bei den Archaea Ether-
lipide die Membranstabilisierung tibernehmen, bestand vielleicht keine Notwendigkeit fiir
den Erhalt funktionsfahiger Gene der Hopanoid-Biosynthese in der Evolution dieser Arten.
Merkwiirdig ist jedoch, dall ausgerechnet bei Methanosarcina acetivorans [29] mit dem
mit 5,75 Mbp bisher groflten sequenzierten Archaea-Genom die am stirksten reduzierte
Cyclase-Sequenz vorhanden ist. Wéhrend hier das Protein nur 412 AS umfaBt, sind die
Proteinsequenzen bei den beiden anderen Archaeen, die wesentlich kleinere Genome besit-
zen (1,69 Mbp bei Methanopyrus kandleri [31] und 1,76 Mbp bei Pyrococcus abyssi [30]),
mit 558 bzw. 690 AS wesentlich grofler. Sollte es sich hier tatsdchlich um funktionslose
DNA-Sequenzen handeln, dann sollte man erwarten, da3 diese fiir den Organismus sinnlos

gewordenen Sequenzen um so eher deletiert werden, je kleiner das Genom ist.
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[72] Glycyrrhiza glabra

[70] Lotus japonicus

[71] Glycine max

[68] Medicago truncatula
[69] Pisum sativum

[73] Pisum sativum

[66] Betula platyphylla
[67] Panax ginseng
[64] Arabidopsis thaliana
[74] Luffa cylindrica

[60] Olea europaea
E [61] Taraxacum officinale
[62] Betula platyphylla
[63] Medicago truncatula

[65] Avena strigosa
[68] Betula platyphylla
[69] Luffa cylindrica
[66] Panax ginseng
[67] Olea europaea
[64] Pisum sativum
[65] Glycyrrhiza glabra
[63] Arabidopsis thaliana
[61] Avena strigosa
[62] Oryza sativa
[60] Costus speciosus
[49] Allium macrostemon
[48] Abies magnifica
[47] Dictyostelium discoideum
[46] Stigmatella aurantiaca
[43] Mus musculus
I_: [44] Rattus norvegicus
L [45] Homo sapiens

[39] Schizosaccharomyces pombe
[40] Pneumocystis carinii
[41] Neurospora crassa
[42] Cephalosporium caerulens
[37] Saccharomyces cerevisiae

[38] Candida albicans
I [35] Trypanosoma brucei
1 [36] Trypanosoma cruzi
[33] Gemmata obscuriglobus
[34] Methylococcus capsulatus
[14] Bradyrhizobium japonicum
[15] Rhodopseudomonas palustris
[16] Rhizobium sp.
[17] Magnetospirillum magnetotacticum
[18] Burkholderia fungorum
[19] Ralstonia metallidurans
[20] Zymomonas mobilis
[21] Rhodospirillum rubrum
H [22] Nitrosomonas europaea
[23] Methylococcus capsulatus
[24] Azotobacter vinelandii
[25] Geobacter metallireducens
L—— [26] Geobacter sulfurreducens
[05] Nostoc sp.
[06] Nostoc punctiforme
[07] Thermosynechococcus elongatus
[08] Trichodesmium erythraeum
[09] Gloeobacter violaceus
[10] Synechocystis sp.
[01] Alicyclobacillus acidocaldarius
L] [02] Alicyclobacillus acidoterrestris
—— [03] Streptomyces coelicolor
L [04] Streptomyces avermitilis
[32] Magnaporthe grisea
— [12] Bacillus anthracis
4| L [13] Bacillus cereus
[11] Bacillus subtilis

AI'{_{ [27] Desulfitobacterium hafniense

[28] Rhodopirellula baltica

[31] Methanopyrus kandleri
[30] Pyrococcus abyssi
[29] Methanosarcina acetivorans

0.1

Abbildung 34: Dendrogramm der pro- und eukaryotischen Triterpen-Cyclasen: [01]-[33]:
Squalen-Hopen-Cyclasen; [33]-[45]: Oxidosqualen-Lanosterol-Cyclasen; [46]-[59]: Oxido-
squalen-Cycloartenol-Cyclasen; [60]-[64]: Oxidosqualen-Lupeol-Cyclasen; [65]-[72]: Oxido-
squalen-B-Amyrin-Cyclasen; [73]: Oxidosqualen-o-Amyrin-Cyclase; [74]: Oxidosqualen-Iso-
multiflorenol-Cyclase. Malistab: 0,1 Aminosduresubstitutionen pro Sequenzposition. Das
Dendrogramm wurde mit den Programmen CLUSTALX und TREEVIEW erstellt. Fiir weitere Anga-
ben zu den verwendeten Sequenzen und dem diesem Dendrogramm zugrundeliegendem Sequenz-
alignment siche Anhang.
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Die beiden anderen Cyclasen in dieser Gruppe mit stark abweichenden SHC-Sequenzen
stammen aus Desulfitobacterium hafniense [27] und Rhodopirellula baltica [28] (bisher
Pirellula sp. 1; GLOCKNER et al., 2003). Beide Sequenzen weisen im Vergleich zu den Ar-
chaea-Sequenzen mit 12-16 % Identitit und 21-25 % Ahnlichkeit etwas hdhere Sequenz-
iibereinstimmungen mit den restlichen SHC auf. Da die Genomsequenzierung von Desul-
fitobacterium bisher noch nicht abgeschlossen ist, sind auch noch keine Aussagen moglich,
ob die Gene dieser Art im grofBeren Ausmal} nur geringe Homologien zu den entsprechen-
den Sequenzen anderer Organismen aufweisen. Dies wire ein Hinweis auf eine isolierte
phylogenetische Stellung dieser Art, die dem Phylum Firmicutes, Ordnung Clostridiales
(GARITTY & HOLT, 2001) zugeordnet wird. Mit nur 529 AS besitzt Desulfitobacterium
nach Methanosarcina die kiirzeste SHC-Sequenz.

Von den fiinf SHC-Sequenzen bei Rhodopirellula wurde die mit 661 AS lingste Sequenz
fiir das Alignment verwendet, da sie die meisten Ubereinstimmungen mit den anderen
Cyclasen aufweist. Die anderen teilweise erheblich kiirzeren Sequenzen diirfte von ehema-
ligen SHC-Genen im Genom abstammen, inzwischen aber zu funktionslose Sequenzen
reduziert worden sein. Die geringe Homologien zu den entsprechenden Sequenzen bei an-
deren Organismen ist jedoch nicht nur auf die SHC-homologen Sequenzen beschrinkt.
Insgesamt findet man bei mehr als der Hilfte aller Gene dieses Bakteriums keine oder nur
minimale Ahnlichkeiten zu Sequenzen in den verschiedenen Datenbanken. Dies wird dar-
auf zuriickgefiihrt, daB3 es sich bei den Planctomycetes um eine der Gruppen handelt, die
sich in der Evolution der Bacteria am frithesten von allen restlichen Gruppen abgespalten
haben. Der geringe Homologiegrad dokumentiert somit die isolierte phylogenetische Stel-
lung dieser Organismen (GLOCKNER et al., 2003). AuBer den oben genannten SHC-
Sequenzen enthélt die GenBank noch eine Sequenz einer potentiellen Oxidosqualen-
Cycloartenol-Cyclase aus Rhodopirellula (GenBank Acc. No. NP_864256). Diese Sequenz
tritt im Alignment jedoch nicht im Cluster der pflanzlichen Cycloartenol-Cyclasen auf und
die Ahnlichkeit zu Cycloartenol-Cyclasen ist mit Ausnahme der Enzyme aus Olea euro-
paea und Medicago truncatula grundsitzlich niedriger als die Ahnlichkeit zu den Squalen-
Hopen-Cyclasen. Aus diesem Grund wird es sich hier wohl eher um eine weitere SHC-
Sequenz aus diesem Organismus handeln. Dafiir spricht auch, daB diese Sequenz im
Dendrogramm der Triterpen-Cyclasen die gleiche Position wie die Sequenz [28] einnimmt,
weshalb diese Sequenz fiir die Abbildung 34 nicht beriicksichtigt wurde.

Alle andere Squalen-Cyclasen bilden zusammen eine Gruppe, die sich in drei Subcluster

unterteilen 148t, die jeweils von den Sequenzen der folgenden Bacteria gebildet werden:
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(1) Bacillus, (2) Cyanobacteria und gram-positive Bacteria (Alicyclobacillus, Strepto-
myces) sowie (3) gram-negative Proteobacteria.

Die isolierte Stellung der SHC-Sequenzen der drei Bacillus-Arten zeigt sich durch deutli-
che Sequenzabweichungen im Vergleich zu den anderen gram-positiven Bacteria. So fehlt
threm QW5c-Motiv die bei den anderen SHC konservierten N-terminalen Tyrosin/Leucin-
Reste, das QW5b-Motiv fehlt vollstindig, beim QWS5a fehlt der konservierte Glycin-Rest
und beim QW1 fehlen die C-terminalen konservierten Aminosduren (Q-X3-G-X-W). Zu-
satzlich weicht das konservierte aspartatreiche Motiv mit DXDDTTAYV von der Konsen-
sussequenz DXDDTAYV ab. Die Unterschiede zwischen den SHC-Sequenzen von Bacillus
und Alicyclobacillus entsprechen also den Unterschieden in der 16S rRNA, die zur Ab-
trennung der Alicyclobacillus-Arten von der Gattung Bacillus gefiihrt hat (WISOTZKEY et
al., 1992).

Das zweite Subcluster umfaflt die SHC der gram-positiven Gattungen Alicyclobacillus [01-
02] und Streptomyces [03-04] sowie die der Cyanobacteria [05-10]. Letztere besitzen zwar
einen gram-negativen Zellwandaufbau, gehdren jedoch nach den neuesten phylogeneti-
schen Untersuchungen auf der Basis von 16S rRNA-Sequenzanalysen eher zu den gram-
positiven Bacteria (CASTENHOLZ, 2001). Alle SHC dieser Gruppe besitzen das nur hier
vorkommende zusétzliche QWS5b-Motiv. Wihrend die SHC der Cyanobacteria und Ali-
cyclobacillus 631-647 AS umfassen, sind die beiden Streptomyces-Sequenzen durch zu-
satzliche AS am N-Terminus mit insgesamt 666 bzw. 680 AS etwas grof3er.

AuBler den Cyclasen der oben genannten Bakterien enthélt dieses Subcluster noch eine
weitere Sequenz, die aus dem Genom von Magnaporthe grisea [32] stammt und die bei
einer BLAST-Recherche (ALTSCHUL et al., 1997) mit Hilfe der SHC von A. acidocaldarius
[01] gefunden wurde. In der GenBank wird die Sequenz bisher noch als ,hypothetical
protein® beschrieben. Aufgrund der deutlichen Sequenzhomologie diirfte es sich hier mit
hoher Wahrscheinlichkeit um eine Squalen-Hopen-Cyclase handeln. Da es sich bei
Magnaporthe ein Vertreter der Ascomycetes ist, konnte damit erstmals die Sequenz einer
eukaryotischen SHC identifiziert werden. Die groBen Ubereinstimmungen zwischen der
Magnaporthe-SHC und den SHC der Cyanobacteria und gram-positiven Bacteria lassen
vermuten, daBl Magnaporthe das SHC-Gen durch horizontalen Gentransfer von einem
Vertreter dieser Bakterien erhalten hat. Fiir die Bedeutung des horizontalen Gentransfers
gerade auch fiir die Evolution der Gene der Isoprenoid-Biosynthese sind in den letzten
Jahren ja einige Anhaltspunkte gefunden worden (BOUCHER & DOOLITTLE, 2000;
BOUCHER et al., 2001). Dafiir spricht auch, da3 die SHC aus Magnaporthe das sonst nur
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aus Cyanobacteria, Streptomyces und Alicyclobacillus bekannte QWS5b-Motiv aufweist.
Als phytopathogener Pilz, der die Reispflanze befillt, kommt Magnaporthe zudem in Bi-
otopen vor, die auch von diesen Bakteriengruppen besiedelt werden. Ein fiir den Gentrans-
fer notwendiges gemeinsames Vorkommen von Pilz und bakteriellen SHC-Genspender ist
deshalb gut vorstellbar. Seit ihrer Ubertragung hat diese SHC-Sequenz einige Merkmale
erworben, durch die sie sich von den bakteriellen SHC unterscheidet. Dazu gehdren drei
Insertionen von fiinf AS an Position 196, 15 AS an Position 458 sowie neun AS im QW1-
Motiv an Position 588 (die Positionsangeben beziehen sich auf die A. acidocaldarius-
Sequenz; siche Anhang).

Nach dem Ergebnis einer Literaturrecherche ist bisher fast nichts iiber die Triterpen-
Biosynthese in Magnaporthe bekannt. Einen entsprechenden Hinweis lieferte demnach
lediglich die Klonierung des ERG2-Gens, welches die an der Ergosterol-Biosynthese be-
teiligte A8-A7-Sterol-Isomerase codiert (KEON et al., 1994). Sollte die SHC in diesem Pilz
exprimiert werden, dann wire Magnaporthe nach Methylococcus capsulatus erst der
zweite bekannte Organismus, in dem Hopen- und Sterol-Biosynthese nebeneinander vor-
kommen (ROHMER et al., 1980; TAYLOR, 1984). Diese Sterol-Biosynthese konnte durch
eine aktive SHC erheblich gestort werden, da die SHC mit der Cyclisierung von Squalen
und — bedingt durch ihre relative Substratunspezifitit — auch von Oxidosqualen der Sterol-
Biosynthese gleich zwei Vorldauferverbindungen entziehen wiirde (siche Abbildung 35),
woraus sich interessante Fragen zur Stoffwechselregulation ergeben. Methylococcus
scheint dieses Problem zumindest teilweise durch eine erhohte SHC-Substratspezifitit ge-
16st zu haben, denn bei diesem Enzym konnte keine Oxidosqualen-Cyclisierung beobachtet
werden (TIPPELT, 1997).

Noch komplizierter wird die Situation in Magnaporthe dadurch, daB3 im Genom zwar die
Gene fiir eine Squalen-Synthase (GenBank Acc. No. EAAS55432) sowie Squalen-
Monooxygenase (= Squalen-Epoxidase; GenBank Acc. No. EAA53011) vorkommen. Da-
gegen kann unter den bisher 11.109 bekannten Genen (Release 2.3, Stand 31.10.03;

http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/magnaporthe) das einer Oxidosqualen-Lano-

sterol-Cyclase nicht gefunden werden. Alle BLAST-Recherchen der Magnaporthe-
Datenbank mit der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius sowie der OSC aus Saccha-
romyces cerevisiae und Candida albicans fiihren ausschlieBlich zur bekannten SHC-
Sequenz [32]. Sollte dies nicht einfach nur an der Unvollstdndigkeit der bisher bekannten
Genomsequenzen liegen, wiirde dies bedeuten, daB3 Magnaporthe ein Schliisselenzym der

Sterol-Biosynthese fehlt (siche Abbildung 35). Da Hopanoide und Sterole funktionséqui-
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valent sind und z. B. das normalerweise auf Cholesterol angewiesene Bakterium My-
coplasma mycoides auch mit Diplopterol als Sterolersatz iiberleben kann (KANNENBERG &
PORALLA, 1982), konnte ein Ausfall der OSC méoglicherweise durch eine endogene Hopa-
noid-Biosynthese kompensiert werden. Alternativ besteht fiir einen phytopathogenen Or-
ganismus sicher auch die Moglichkeit, fiir den eigenen Bedarf Phytosterole aus den befal-
lenen Wirtszellen aufzunehmen und in den eigenen Stoffwechsel einzuschleusen. Solange
die Enzymaktivitdt der Cyclase aus Magnaporthe nicht analysiert ist, kann schlieBlich auch
nicht ausgeschlossen werden, da3 die oben genannten Sequenzabweichungen dazu gefiihrt
haben, daB3 aus diesem Enzym eine vollwertige Sterol-Cyclase hervorgegangen ist. Damit
hitte sich in diesem Pilz ein Vorgang wiederholt, der in der Evolution der Oxidosqualen-
Cyclasen aus Squalen-Cyclasen schon mehrfach stattgefunden hat. Dal} ein solches Szena-
rium weder unméglich ist, noch eine Vielzahl von Anderungen der betreffenden Cyclase
erfordert, zeigt die Tatsache, dall unter einem entsprechenden Selektionsdruck innerhalb
von nur wenigen Tagen eine natlirlich aufgetretene Saccharomyces-Mutante isoliert wer-
den konnte, in der durch einen einzigen AS-Austausch eine Cycloartenol- in eine
Lanosterol-Cyclase umgewandelt wurde (HART et al., 1999).

SS SE Oxido- OSC? ERG2
FPP = Squalen =—p squalen = [anosterol =% =» =¥ Ergosterol

?
1SHC SHCl SHC

Hopen / Hydroxy-
Diplopterol hopene

Abbildung 35: Hypothetische Sterol-Biosynthese in Magnaporthe grisea 70-15 nach den bis-
her bei der Genomsequenzierung bekanntgewordenen Genen fiir Enzyme des Triterpen-
Stoffwechsels. Zwei Molekiile Farnesyldiphosphat (FPP) werden von der Squalen-Synthase (SS)
zum Squalen kondensiert und durch die Squalen-Epoxidase (SE) zum Oxidosqualen umgesetzt.
Dessen Cyclisierung durch eine Oxidosqualen-Sterol-Cyclase (OSC) zum Lanosterol ist bisher
ungeklirt, da im Genom von Magnaporthe noch kein OSC-Gen gefunden worden. Die weitere
Umsetzung von Lanosterol zum Ergosterol geschieht in mehreren Folgereaktionen, die u.a. von
ERG2 (A8-A7-Sterol-Isomerase) katalysiert werden. SHC: bekannte von der Squalen-Hopen-
Cyclase katalysierte Reaktionen. SHC ?: hypothetische katalytische Aktivitit der SHC in Magna-
porthe zur Kompensation der moglicherweise fehlenden OSC-Aktivitit.

Eine ndhere Untersuchung der Funktion dieser Triterpen-Cyclase in Magnaporthe (noch
SHC oder schon OSC ?) und der in diesem Organismus vorkommenden Lipide erscheint
deshalb duBerst vielversprechend und konnte zu neuen Erkenntnissen iiber die Evolution

der Triterpen-Cyclasen beitragen.

Das letzte SHC-Subcluster weist die phylogenetisch homogenste Zusammensetzung auf,
da alle Sequenzen aus Vertretern der gram-negativen Proteobacteria isoliert wurden. Die

Anordnung der einzelnen Sequenzen innerhalb des Dendrogramms entspricht dabei wei-



96 DISKUSSION

testgehend der aus 16S rRNA-Analysen abgeleiteten systematischen Stellung der jeweili-
gen Organismen (GARITTY & HOLT, 2001). So sind vier [14-17] der sechs SHC aus
Vertretern der Alphaproteobacteria auf einem Ast des Dendrogramms zu finden. Die
beiden anderen Alphaproteobacteria-Sequenzen [20,21] sowie die drei SHC aus Vertretern
der Betaproteobacteria [18,19,22] und die beiden Gammaproteobacteria-Sequenzen
[23,24] sind im Dendrogramm dagegen nicht so eindeutig von einander getrennt, wie dies
aufgrund ihrer systematischen Zuordnung =zu erwarten wire. Die SHC der
Deltaproteobacteria, die aus den beiden Geobacter-Arten [25,26] stammen, sind dagegen
im Dendrogramm wieder auf einem eigenen Ast innerhalb des Proteobacteria-Clusters zu
finden. Neben der im Alignment verwendeten SHC-Sequenz [26] wurde bei Geobacter
sulfurreducens noch eine weitere gefunden (GenBank Acc. No. NP 951745), die jedoch
deutlich geringere Ubereinstimmung mit der SHC von G. metallireducens aufweist (nur 40
% Identitit bzw. 50 % Ahnlichkeit zu [25] gegeniiber > 90 % Ubereinstimmung zwischen
[25] und [26]) und die deshalb im Dendrogramm nicht mit aufgenommen wurde.

Die SHC-Sequenzen der meisten Proteobacteria sind durch zusétzliche Aminosduren am
N-Terminus mit rund 664 AS im Durchschnitt um ca. 27 AS lénger als die der Cyano-
bacteria und der beiden Alicyclobacillus-Arten. Nur die SHC der beiden Geobacter-Arten
sind mit 730 AS deutlich groBer und sind damit zugleich die groBten bekannten SHC-
Sequenzen. Bei ihnen findet man eine 35 AS umfassende Insertion nach Position 300
(wieder bezogen auf die Sequenz von A. acidocaldarius) sowie ca. 25 zusitzliche AS am
C-Terminus. Bis auf das Fehlen des QW5b-Motivs zeigen die SHC der Proteobacteria bei
den konservierten Sequenzmotiven sonst keine gro3en Unterschiede zu den {ibrigen SHC.
Das Alignment aller bisher bekannten Sequenzen von Squalen-Cyclasen zeigt auch, dal3
das aspartatreiche Sequenzmotiv dieser Cyclasen um zwei zusétzliche Aminosduren
erweitert werden kann. Die bisherige Sequenz dieses Motives DXDDTAYV kann deshalb
durch die neue Konsensussequenz YPDXDDTAYV ersetzt werden. Der hinzugekommene
Prolin-Rest ist bei allen Cyclasen der Bacteria sowie der Sequenz aus Methanosarcina
vorhanden. Auch bei den Cycloartenol-Cyclasen ist diese Aminosdure konserviert,
wihrend sie bei den anderen Oxidosqualen-Cyclasen fehlt. Das zusétzliche Tyrosin findet
sich in fast allen SHC und fehlt nur in den Cyclasen der Archaea, bei Rhodopirellula und
Desulfitobacterium sowie den drei Bacillus-Arten. Wie schon erwihnt, weisen letztere bei
diesem Motiv ja auch am C-terminalen Ende durch ein zusétzliches Threonin eine weitere

Abweichung von der Konsensussequenz auf. Bei den OSC ist das Tyrosin nur bei den
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pilzlichen Lanosterol-Cyclasen vorhanden, wihrend bei allen anderen OSC an dieser
Position die ebenfalls aromatische Aminosdure Tryptophan vorkommt.

Die dritte und letzte groBe Gruppe von Sequenzen im Dendrogramm der Triterpen-
Cyclasen bilden die zahlreichen Oxidosqualen-Cyclasen. Dal} die lange Zeit giiltige strikte
Aufteilung der Triterpen-Cyclasen in prokaryotische Squalen- und eukaryotische Oxido-
squalen-Cyclasen so nicht mehr giiltig ist, ist schon mit der geschilderten Entdeckung der
ersten eukaryotischen SHC bei Magnaporthe deutlich geworden. Neueste Daten zeigen
jedoch, dafl umgekehrt auch bei verschieden Prokaryoten Oxidosqualen-Cyclasen in einem
groBBeren Ausmal vorhanden sind, als dies bisher angenommen wurde. So ging man bisher
davon aus, daB3 nur Methylococcus capsulatus, Nannocystis exedens und Polyangium sp.
unter den Prokaryoten zu einer Sterolbiosynthese fahig sind (BODE et al., 2003). Allerdings
war es bisher nicht gelungen, das Gen einer bakteriellen Oxidosqualen-Cyclase zu isolieren
(TIPPELT et al., 1998). Dies gelang nun erstmals mit der erfolgreichen Klonierung einer
Cycloartenol-Cyclase aus dem Myxobakterium Stigmatella aurantiaca [46]. Zusétzlich
konnten bei weiteren Myxobakterien ebenfalls cyclisierte Oxidosqualenderivate identifi-
ziert werden. Dazu gehoren Lanosterol bei Cystobacter minor und Polyangium sp. sowie
Cycloartenol bei Cystobacter violaceus. Die Klonierung weiterer OSC ist in Arbeit, jedoch
liegen bisher dazu noch keine Ergebnisse vor (BODE ef al., 2003).

In einer weiteren Arbeit wurde kiirzlich iiber den Nachweis von OSC-Gensequenzen im
Genom von Methylococcus capsulatus und Gemmata obscuriglobus berichtet (PEARSON et
al., 2003). Bei beiden Arten ist die von TIGR durchgefiihrte Genomsequenzierung noch
nicht abgeschlossen. Da deshalb die AS-Sequenzen dieser potentiellen Lanosterol-
Cyclasen bisher weder in der GenBank verfiligbar sind, noch in der Publikation angegeben

wurden, wurde dafiir eine BLAST-Recherche (Proteinsequenz gegen translatierte DNA-

Sequenz) der TIGR-Datenbank (http:/www.tigr.org) durchgefithrt. Verwendet wurden

dafiir die OSC-Sequenzen von Homo sapiens [45], Mus musculus [43], Rattus norvegicus
[44] und Oryza sativa [52], die nach PEARSON et al. die besten Ergebnisse geliefert haben.
Die mit diesen vier Sequenzen jeweils bei Methylococcus capsulatus und Gemmata obscu-
riglobus identifizierbaren homologen Sequenzen unterschieden sich in ihrer Linge jeweils
um einige Aminosduren. Durch ein Alignment konnten sie jedoch zu jeweils einer Sequenz
von insgesamt 642 AS zusammengesetzt werden. Damit sind die so erhaltenen OSC-
Sequenzen bei Gemmata obscuriglobus [33] um sieben AS und bei Methylococcus capsu-
latus [34] um 28 AS kiirzer, als die von PEARSON et al. beschriebenen entsprechenden Se-

quenzen. Es wurde trotzdem darauf verzichtet, bei TIGR die bisher bekannten Genomse-
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quenzen dieser beiden Arten anzufordern, um durch deren Analyse die noch fehlenden
Aminosduren zu ermitteln. Wie aus dem Alignment hervorgeht, diirften die fehlenden AS
den N-Terminus und damit einen nur wenig konservierten Sequenzabschnitt vor dem
QWo6-Motiv betreffen. Dafiir spricht auch, dafl die Langendifferenz bei G. obscuriglobus
geringer ausfillt — da PEARSON et al. direkt vor dem OSC-Gen das einer Squalen-
Epoxidase (SE) gefunden haben, fehlt hier der Platz fiir zahlreiche zusitzliche AS. Im Ge-
gensatz dazu wurde bei Methylococcus capsulatus eine gerade umgekehrte Genreihenfolge
(erst OSC, dann SE) gefunden, wodurch eine N-terminale Sequenzverlingerung der OSC
nicht behindert wird.

Wie schon erwihnt, erscheint es fraglich, ob auch bei Rhodopirellula baltica eine Cyclo-
artenol-Cyclase vorkommt, da diese Sequenz keine groBe Ahnlichkeit zu den anderen be-
kannten Oxidosqualen-Cyclasen aufweist und bei der es sich wahrscheinlich um eine wei-
tere SHC handelt. Eindeutig 148t sich dies jedoch erst sagen, wenn diese Cyclase in vitro
genauer analysiert werden kann.

Bei den beiden bei Methylococcus capsulatus und Gemmata obscuriglobus gefundenen
Sequenzen handelt es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um Oxidosqualen-Lanosterol-
Cyclasen. So sind Lanosterol und dessen Demethylierungsderivate bei Methylococcus
capsulatus gefunden worden (BIRD ef al., 1971; BOUVIER ef al., 1976) und bei Gemmata
konnten Lanosterol und dessen Isomer Parkeol als Membranlipide nachgewiesen werden
(PEARSON et al., 2003). Schlieflich findet man im Dendrogramm der Triterpen-Cyclasen
diese beiden Sequenzen an der Basis des OSC-Clusters, wo auch die anderen Lanosterol-
Cyclasen zu finden sind. Dabei zeigen die einzelnen Sequenzen im Dendrogramm eine mit
der Phylogenie der Organismen iibereinstimmende Clusterung. Auf die Sequenzen der
beiden Bakterien folgen die der Protozoen [35,36], dann die der Pilze und Hefen [37-42]
und als letztes die der Sdugetiere [43-45]. Wihrend die bakteriellen OSC mit 642 AS noch
den bakteriellen SHC entsprechen, sind alle OSC der Eukaryoten im Durchschnitt um rund
100 AS groBer. Lediglich die beiden Cyclasen aus Trypanosoma sind durch zusitzliche AS
am N-Terminus mit 858 bzw. 905 AS erheblich groer und werden von keiner anderen
bisher bekannten Triterpen-Cyclase iibertroffen.

Auch bei den Oxidosqualen-Cycloartenol-Cyclasen findet man eine entsprechende Anord-
nung im Dendrogramm: an der Basis des Clusters die bakterielle Cyclase aus Stigmatella
aurantiaca [46], dann das Enzym aus dem zelluldren Schleimpilz Dictyostelium [47] und

dann alle pflanzlichen Enzyme [48-59]. Bei letzteren kdnnen im Dendrogramm die Cyclo-
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artenol-Cyclasen der Gymnospermen [48], der monocotylen Angiospermen [49-52] und
der dicotylen Angiospermen deutlich von einander unterschieden werden.

Alle weiteren Oxidosqualen-Cyclasen sind bisher ausschlieBlich aus Angiospermen isoliert
worden und scheinen sich nach ihrer Abzweigung im Dendrogramm aus Cycloartenol-
Cyclasen entwickelt zu haben (ZHANG et al., 2003). Deutlich kann dabei die Gruppe der
Lupeol-Cyclasen [60-63] erkannt werden. Eine weitere Lupeol-Cyclase aus Arabidopsis
[64] befindet sich dagegen im Cluster der B-Amyrin-Cyclasen [65-72]. Im Gegensatz zu
den anderen Cyclasen handelt es sich hier hdufig um multifunktionelle Cyclasen, von de-
nen mehrere Cyclisierungsprodukte bekannt sind. Bei ihnen wird vermutet, da3 es sich um
Ubergangsstadien in der Evolution von einer monofunktionellen hin zu einer anderen mo-
nofunktionellen Cyclase mit verdndertem Produktspektrum handelt (ZHANG et al., 2003).
Zwei Beispiele fiir derartige neue Cyclasen stellen z. B. die o-Amyrin-Cyclase aus Pisum
sativum [73] und die Isomultiflorenol-Cyclase aus Luffa cylindrica [74] dar, die ebenfalls
im Dendrogramm im Cluster der 3-Amyrin-Cyclasen zu finden sind.

Aufgrund der dquivalenten Funktion von Hopanoiden und Sterolen sowie der dhnlichen
Cyclisierungsreaktion wurde schon lange vermutet, da3 die Oxidosqualen-Cyclasen aus
Squalen-Cyclasen hervorgegangen sind (ROHMER et al., 1979). Die Verwandtschaft dieser
Enzyme wurde durch die Entdeckung konservierter Sequenzmotive in beiden Enzymgrup-
pen eindrucksvoll bestdtigt (PORALLA ef al., 1994; ABE & PRESTWICH, 1999).

Die ubiquitdre Verbreitung der Sterol-Biosynthese bei den Eukarya und deren fast voll-
staindiges Fehlen bei Prokaryoten wurde bisher so interpretiert, daB3 in der Evolution diese
Féhigkeit erst innerhalb der Eukarya entstanden ist und hier zu einem fiir diese Gruppe
kennzeichnenden Merkmal geworden ist. Bei den wenigen Ausnahmen unter den Prokary-
oten wurde deshalb vermutet, dal} sie diese Fahigkeit zur Sterolproduktion durch einen
horizontalen Gentransfer von den Eukarya erhalten haben (KNOLL, 2003). Die nun vor-
handenen Sequenzen einer Cycloartenol-Cyclase aus Stigmatella aurantiaca und den La-
nosterol-Cyclasen aus Methylococcus capsulatus und Gemmata obscuriglobus scheinen
dieser Theorie jedoch zu widersprechen. So zeigen die neuen Daten, da3 die Sterolbio-
synthese bei Prokaryoten wesentlich verbreiteter ist, als urspriinglich angenommen wurde.
Zudem sind die Oxidosqualen-Cyclasen in verschiedenen Gruppen der Bacteria gefunden
worden, die zum Teil nicht miteinander verwandt sind (siche Tabelle 11). Sollten die
Bacteria die Féahigkeit zur Sterolbiosynthese durch horizontalen Gentransfer von den Eu-
karya erhalten haben, miifite ein solches Ereignis mehrfach in der Evolution stattgefunden

haben, um die beobachtete Verbreitung in Prokaryoten erkldren zu kénnen. Zusitzlich wird



100 DISKUSSION

ein Gentransfer von Eukarya zu Prokaryoten (im Gegensatz zu einem Gentransfer in um-
gekehrter Richtung, fiir den es zahlreiche Beispiele gibt) als eher unwahrscheinlich ange-
sehen (PEARSON ef al., 2003). Gegen einen Gentransfer sprechen auch die Positionen der
bakteriellen Oxidosqualen-Cyclasen im Dendrogramm der Triterpen-Cyclasen (siche Ab-
bildung 34). So sind die beiden Lanosterol-Cyclasen aus Methylococcus und Gemmata
zwar im Cluster bei den eukaryotischen Lanosterol-Cyclasen zu finden, doch sind sie
zugleich deutlich von diesen abgesetzt. Das gleiche kann auch bei der Cyclase aus Stig-
matella und den anderen eukaryotischen Cycloartenol-Cyclasen beobachtet werden. Bei
einer Abstammung der prokaryotischen von eukaryotischen Cyclasen durch Gentransfer
sollten diese dagegen im Dendrogramm auch in deren Nidhe zu finden sein, wie dies in
entsprechender Weise z. B. bei der SHC von Magnaporthe im Cluster der Cyanobacteria

und der gram-positiven Bacteria der Fall ist.

Tabelle 11: Bisher bekannte Verbreitung der aus Oxidosqualen gebildeten Sterole und deren
biochemische Variabilitiit bei Pro- und Eukaryoten (nach BODE et al., 2003 und PEARSON et al.,
2003)

Cso-Sterole C,o-Sterole C,s-Sterole C,-Sterole Organismus Taxon
Lanosterol ) ) ) Gemmata Plancto-
Parkeol mycetales
Methylococcus Methylo-
Lanosterol * * . capsulatus coccales
Stigmatella Myxobacte-
Cycloartenol ) ) ) aurantiaca riales
arostorol+ + e MNemoods Mnctecte
+
Cycloartenol (Phytosterole) Pflanzen Eukarya
+ .
Lanosterol + (Mycosterole) Pilze Eukarya
+
Lanosterol + + (Zoosterole) Tiere Eukarya

Ein Vorkommen der Sterolbiosynthese schon beim letzten gemeinsamen Vorfahren der
Bacteria und Eukarya (sowie der Archaea, obwohl hier bisher keine Hinweise fiir Oxido-
squalen-Cyclasen vorliegen) erscheint ebenfalls eher unwahrscheinlich. Eine solche An-
nahme miiite ndmlich auch erkldren kénnen, warum dann die meisten Prokaryoten die
Fahigkeit zur Sterolbiosynthese sekundir wieder verloren haben und diese nur bei den we-

nigen heute bekannten Vertretern erhalten blieb (PEARSON et al., 2003).
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Aus diesen Griinden kann eine Entstehung der Sterolbiosynthese in Prokaryoten ange-
nommen werden. Die Verbreitung innerhalb der Bacteria deutet zudem daraufhin, daB3 dies
mehrfach unabhédngig geschehen ist. Aufgrund der Sequenzhomologien mit den anderen
bekannten Triterpen-Cyclasen geht eindeutig hervor, dal die Vorfahren der bakteriellen
Oxidosqualen-Cyclasen bei den Squalen-Cyclasen zu finden sind. Ein Vergleich der Se-
quenzen dieser Cyclasen zeigt, dall die drei bisher bekannten bakteriellen Oxidosqualen-
Cyclasen ein Mosaik von Merkmalen der prokaryotischen SHC sowie der eukaryotischen
OSC aufweisen. So sind alle drei Cyclasen deutlich kiirzer als die entsprechenden eukaryo-
tischen Enzyme und entsprechen damit eher den SHC mit ihren durchschnittlich 644 AS
(Sequenzen [01]-[32]). Die beiden Lanosterol-Cyclasen aus Methylococcus und Gemmata
sind mit 642 Aminosduren (bzw. 670 und 649 AS nach PEARSON ef al.) rund 60 bis 100 AS
kiirzer als die eukaryotischen Lanosterol-Cyclasen und die Cyclase aus Stigmatella ist mit
thren 597 AS sogar um ca. 100 bis 150 AS kiirzer als die entsprechenden eukaryotischen
Cycloartenol-Cyclasen. Andererseits weisen sie deutliche Ubereinstimmungen ihrer Se-
quenzen mit den anderen Oxidosqualen-Cyclasen auf und unterscheiden sich hierin deut-
lich von den bakteriellen SHC. Keine der drei Cyclasen besitzt z. B. das aspartatreiche
Sequenzmotiv mit der prokaryotischen Konsensussequenz YPDXDDTAV. Bei Stigmatella
entspricht die Sequenz mit GWPISDCTAE der der anderen Cycloartenol-Cyclasen. Auch
die beiden bakteriellen Lanosterol-Cyclasen zeigen hier deutliche Ubereinstimmungen zu
den anderen Lanosterol-Cyclasen, auch wenn dieses Motiv in dieser Gruppe nicht so
deutliche konserviert ist, wie bei den Cycloartenol-Cyclasen. Daneben zeigen die drei
bakteriellen OSC auch mehr Sequenziibereinstimmungen mit den eukaryotischen OSC bei
den QW-Motiven und anderer konservierten AS als mit den anderen bakteriellen Cyclasen.
Generell kann bei den in Abbildung 34 gezeigten Triterpen-Cyclasen ein Trend zu immer
grofleren Proteinen beobachtet werden, der mit der Position der jeweiligen Cyclasen im
Dendrogramm {iibereinstimmt. Wihrend die Hopen-Cyclasen im Durchschnitt nur 644
Aminosduren umfassen, findet man bei den Lanosterol-Cyclasen durchschnittlich 718 (bei
Berticksichtigung der ungewohnlich grof8en 7Trypanosoma-Cyclasen sogar 743), bei den
Cycloartenol-Cyclasen 732, bei den Lupeol-Cyclasen 754, bei den B-Amyrin-Cyclasen und
der Isomultiflorenol-Cyclase 759 und schlieflich bei der «-Amyrin-Cyclase 764
Aminosduren. Allerdings kann diese Gro3enzunahme alleine keine Voraussetzung fiir die
Funktion dieser Oxidosqualen-Cyclasen sein, da die drei entsprechenden bakteriellen

Enzyme wesentlich kleiner sind und trotzdem die gleichen Reaktionen katalysieren.
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Neben dieser Grofenzunahmen hat die Evolution der Triterpen-Cyclasen auch zu einer
verinderten Substratspezifitit sowie zu Anderungen in der Proteinstruktur dieser Cyclasen
gefiihrt, die fiir eine verdnderte Substratfaltung im aktiven Zentrum, eine verdnderte
Cyclisierungsreaktion und damit auch fiir ein veridndertes Produktspektrum verantwortlich
sind. Bei den urspriinglichen Squalen-Cyclasen verlduft die Cyclisierung iiber das 17-
Isodammarenyl-Kation, das eine Sessel-Sessel-Sessel- mit einer 17B(H)-Konformation
aufweist (HOSHINO & SATO, 2002). Bei den Lanosterol- und Cycloartenol-Cyclasen
verlduft die Cyclisierung dagegen tliber das Protosteryl-Kation mit einer Sessel-Boot-
Sessel-Konformation (ABE & PRESTWICH, 1999, PORALLA, 1999). Durch eine andere
Orientierung der Seitenkette unterscheidet sich das Protosteryl-Kation zusdtzlich durch
seine 170(H)-Konformation vom 17-Isodammarenyl-Kation der SHC (siche Abbildung
36). Bei den von Cycloartenol-Cyclasen abgeleiteten Lupeol-, Amyrin- und Isomulti-
florenol-Cyclasen behdlt das intermedidre Dammarenyl-Kation zwar die 170(H)-
Konformation, jedoch weisen die ersten drei Cyclen nun wie beim Hopen wieder eine

Sessel-Sessel-Sessel-Konformation auf (ZHANG et al., 2003).

Hopen

Lanosterol,
Cycloartenol

Oxido- /
squalen \

Lupeol,

o-, B-Amyrin,
Isomulti-
florenol

Abbildung 36: Struktur der intermediire C-18"-Carbokationen bei der Cyclisierungsreakti-
on der verschiedenen Triterpen-Cyclasen: 17-Isodammarenyl-Kation (Squalen-Hopen-
Cyclasen), Protosteryl-Kation (Oxidosqualen-Lanosterol- und Cycloartenol-Cyclasen) und
Dammarenyl-Kation (Oxidosqualen-Lupeol-, Amyrin- und Isomultiflorenol-Cyclasen). Die in-
termedidren Carbokationen unterscheiden sich deutlich in der Ring-Konformation und der Kon-
formation der Seitenkette am C-17.

Aus der Anordnung der verschiedenen Triterpen-Cyclasen in Abbildung 34 kann fiir die
einzelnen der oben genannten evolutiondren Verdnderungen folgende Reihenfolge

angenommen werden:
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Substrat: Squalen Squalen-H Cval
intermediares 17-lsodammarenyl-Kation qualen-riopen-L.yclase

L 2

Substrat: Oxidosqualen (?) pflanzliche Oxidosqualen-
intermediares 17-Isodammarenyl-Kation Hydroxyhopen-Cyclase

L 2

Substrat: Oxidosqualen Oxidosqualen-Lanosterol-Cyclase
intermediares Protosteryl-Kation Oxidosqualen-Cycloartenol-Cyclase

Substrat: Oxidosqualen 8x!gosqua:en-kupecl)l-cc):ycllase
intermedidares Dammarenyl-Kation xigosgualen-amyrin-yclase

‘ Oxidosqualen-Isomultiflorenol-Cyclase
Substrat: Oxidosqualen (?) pflanzliche Oxidosqualen-
intermediares 17-Isodammarenyl-Kation Hydroxyhopen-Cyclase

Abbildung 37: Reihenfolge der Verinderungen in der Evolution der Triterpen-Cyclasen, wie
sie aus dem Dendrogramm der AS-Sequenzen dieser Enzyme (Abbildung 34) abgeleitet wer-
den kann. Da bisher noch keine Sequenz einer pflanzlichen Hydroxyhopen-Cyclase bekannt ist,
kann deren Position in dieser Reihenfolge noch nicht bestimmt werden (siche Text).

Offen ist zur Zeit noch, welche Sequenzidnderungen im einzelnen in den verschiedenen
Cyclasen flir die unterschiedliche Substratspezifitit und die unterschiedliche
Substratfaltung im aktiven Zentrum verantwortlich sind. Kiirzlich wurde {iber die Analyse
der menschlichen Lanosterol-Cyclase durch “homology modeling” mit der drei-
dimensionalen Strukter der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius als Template
berichtet. Die unterschiedliche Faltung des Substrats, die zur Sessel-Konformation des B-
Rings bei der Hopen-Cyclase und zur Boot-Konformation bei der Lanosterol-Cyclase
fiihrt, soll demnach auf Anderungen in zwei im aktiven Zentrum gegeniiberliegenden
Sequenzmotiven in der Nihe des C-8 -Carbokations zuriickzufiihren sein. Demnach fiihrt
bei der menschlichen OSC die Insertion einer Aminosdure mit grofler Seitenkette zu einer
Verengung einer Seite des aktiven Zentrums, wéhrend auf der gegeniiberliegenden Seite
durch die Deletion einer Aminosdure mehr Platz geschaffen wird. In den nachfolgenden
Sequenzabschnitten sind die entsprechenden Positionen durch graue Balken hervor-
gehoben:

A. acidocaldarius SHC: Gp59-GI ... Gs4sTGF

Homo sapiens OSC: T330KSI ... GgosV-F
Die sterische Behinderung des C-8'-Carbokations durch die positiv geladene Seitenkette
des Lys331 soll bei der OSC die Ausbildung einer Sessel-Konformation verhindern und
die Faltung zur energetisch weniger begiinstigten Boot-Konformation bewirken (SCHULZ-

GASCH & STAHL, 2003). Allerdings kann diese Aminosdure nicht alleine fiir die
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unterschiedliche Konformation des B-Rings bei SHC und OSC verantwortlich sein. Wie
das Alignment aller Triterpen-Cyclasen (siche Anhang) zeigt, sind derartige Sequenz-
danderungen némlich auch bei den OSC vorhanden, bei denen die Cyclisierung nicht iiber
das Protosteryl-Kation verlduft. So ist bei allen Amyrin-, Lupeol- und Isomultiflorenol-
Cyclasen eine Aminosdure mit positiv geladener Seitenkette (hier jedoch in der Regel ein
Arginin) im ersten Motiv vorhanden. Da die dritte Aminosdure dieses Motives immer ein
Tyrosin ist, sollte durch diese zusétzliche grofle Seitenkette der B-Ring noch verstérkt in
die Boot-Konformation gepref3t werden und trotzdem weisen die Cyclisierungsprodukte
dieser Enzyme eine Sessel-Konformation des B-Rings auf. Da die Sequenz der Cyclase aus
Magnaporthe grisea bei den beiden oben genannten Motiven mit den anderen SHC
iibereinstimmt und nicht die OSC-Sequenz aufweist, liefert das Modell von SCHULZ-
GASCH & STAHL keinen Hinwelis, ob die durch Gentransfer erworbene bakterielle SHC in
diesem Pilz inzwischen die Funktionalitit einer Lanosterol-Cyclase erworben hat. Unter
Berticksichtigung der oben genannten Einschriankungen weist die Arbeit von SCHULZ-
GASCH & STAHL jedoch darauf hin, dal} so ausgepragte Unterschiede in der Konformation
der Produkte mit der Anderungen weniger Aminosiuren des aktiven Zentrums des Enzyms
erreicht werden konnen.

Hilfreich fiir das Verstédndnis der Evolution der Triterpen-Cyclasen wire auch die Kenntnis
iiber die Position der pflanzlichen Oxidosqualen-3-Hydroxyhopen-Cyclasen im
Dendrogramm, von denen bisher jedoch noch keine Aminosduresequenz bekannt ist. Eine
mogliche Position wire zwischen den SHC und den Lanosterol-/Cycloartenol-Cyclasen.
Dies wiirde bedeuten, dall es sich bei ihnen um die urspriinglichsten Oxidosqualen-
Cyclasen handelt, die sich lediglich durch eine gednderte Substratspezifitdt von den SHC
unterscheiden. Weitere Anderungen des aktiven Zentrums sind jedoch nicht notwendig, da
in beiden Fillen die Cyclisierung iiber das 17-Isodammarenyl-Kation verlduft. Bei der Zahl
der Aminoséuren sollten diese Enzyme eher den SHC entsprechen und deutlich kleiner als
die anderen Oxidosqualen-Cyclasen sein. Durch einen Sequenzvergleich mit den SHC
konnten deshalb vielleicht die Aminosduren des aktiven Zentrums identifiziert werden, die
einen Einflul auf die Substratspezifitit haben. Andererseits wére es auch moglich, dal3
diese Cyclasen im Dendrogramm im Cluster der Lupeol-, Amyrin- und Isomultiflorenol-
Cyclasen zu finden wéren, da auch bei diesen Cyclasen die Cyclisierung iiber ein
intermediires C-18 -Carbokation mit einer Sessel-Sessel-Sessel-Konformation verliuft.
Da es sich bei den Hydroxyhopen-Cyclasen jedoch nicht um das Dammarenyl-Kation,

sondern um das 17-Isodammarenyl-Kation handelt, muB3 fiir die Evolution dieser Cyclasen
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eine zusitzliche Verdnderung des aktiven Zentrum gefordert werden, die zu einer
gednderten Substratfaltung und damit zu einem Produkt mit einer verdnderten Orientierung
der Seitenkette fiihrt, die jetzt eine 17B(H)-Konformation aufweist. In diesem Fall wiren
die Hydroxyhopen-Cyclasen die am stérksten abgeleiteten Oxidosqualen-Cyclasen, die —
urspriinglich von einer SHC mit intermedidrem 17-Isodammarenyl-Kation ausgehend —
tiber Cyclasen mit intermedidren Protosteryl- und Dammarenyl-Kation nun wieder bei
einer Cyclase mit einem intermedidrem 17-Isodammarenyl-Kation angekommen sind. Bei
einer solchen Position im Dendrogramm der Triterpen-Cyclasen sollten die
Hydroxyhopen-Cyclasen nicht nur wesentlich grofer als die Squalen-Hopen-Cyclasen
sein, sondern wahrscheinlich auch grofer als alle anderen bisher bekannten pflanzlichen
Cyclasen sein.

Offen bleibt, warum in den Prokaryoten die Mutationen in Squalen-Cyclasen, die zu den
oben geschilderten Verdanderungen fiihrten, erhalten blieben und sich so im Laufe der Zeit
die verschiedenen Oxidosqualen-Cyclasen herausbilden konnten. Zwar wird diskutiert, daf3
die Produkte der OSC fiir die jeweiligen Organismen vorteilhafte Funktionen tibernehmen
konnten, fiir die die Hopanoide nicht geeignet waren (PEARSON et al., 2003). Bei
Stigmatella konnte jedoch bei Ausschaltung der Cycloartenol-Biosynthese durch
Mutagenese keine erkennbaren Auswirkungen auf das Wachstum dieser Bakterien
festgestellt werden (BODE et al., 2003), soda3 weitere Forschungsarbeiten zur Klérung
dieser Frage notwendig sind.

Bei den bisher nur aus Angiospermen bekannten Lupeol-, Amyrin- und Isomultiflorenol-
Cyclasen kann angenommen werden, da3 sie parallel zur Evolution der entsprechenden
Pflanzen im spédten Mesozoikum — in Anfingen eventuell bis ins spite Paldozoikum zu-
riickreichend (WILLIS & MCELWAIN, 2002) — entstanden sind. Alle anderen Triterpen-
Cyclasen miissen dagegen schon viel friiher existiert haben, wie Nachweise der entsprech-
enden cyclischen Triterpene in prikambrischen Ablagerungen zeigen. Squalen-Hopen-
Cyclasen miissen demnach schon vor mehr als 2,7 bis 2,5 Mrd. Jahre existiert haben, da 2-
Methylhopanoide in entsprechend alten westaustralischen Ablagerungen nachgewiesen
wurden (BROCKS et al., 1999). Da Cyanobacteria zur Zeit die einzige bekannte Organis-
mengruppe sind, in der 2-Methylhopanoide in groBerem Umfang vorkommen (ROHMER et
al., 1984), ist dies zugleich ein Hinweis, daB3 diese Prokaryoten mit ihrer oxigenen Photo-
synthese schon zu diesem Zeitpunkt existiert haben (SUMMONS et al., 1999). Funde von 3,5
Mrd. Jahre alten Stromatolithen mit entsprechenden Mikrofossilien sowie '*C/"C-

Isotopenuntersuchungen deuten zwar darauf hin, dafl cyanobakterienéhnliche photosynthe-
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tische Mikroorganismen schon frither existiert haben (SCHOPF, 1993, 1999, 2002). Da eine
derartige Interpretation jedoch nicht unumstritten ist und fiir diese Funde auch eine abioti-
sche Entstehung verantwortlich gemacht wird (BRASIER et al., 2002), bieten die gefunde-
nen Hopanoide dafiir die zur Zeit am weitesten zurilickreichenden eindeutigen Hinweise.
Die dltesten Vorkommen cyclischer Oxidosqualen-Derivate stammen ebenfalls aus 2,7 bis
2,6 Mrd. Jahre alten Gesteinen (BROCKS et al., 1999). Zwar kann nach dem Nachweis
bakterieller Oxidosqualen-Cyclasen dies nicht mehr uneingeschrénkt als Hinweis fiir fos-
sile Eukarya interpretiert werden. Da jedoch die bisher bekannten bakteriellen Sterol-
Biosynthesewege nur bis zu C,7-Verbindungen fiihren (siche Tabelle 11) und Modifikatio-
nen am C-24 ausschlieBlich von Eukarya bekannt sind, deuten entsprechende Funde fossi-
ler Biomarker darauf hin, da3 die ersten Eukaryoten mindestens 0,5 bis 1 Mrd. Jahre frither
existiert haben, als dies bisher durch die éltesten bekannten Fossilfunde belegt ist (KNOLL,
2003).

4.3 Oligomerisierung der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius

Das Molekulargewicht der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius betragt nach der von
der korrigierten Gensequenz ableitbaren Aminosduresequenz 71,5 kDa (siehe 3.1.2). Ein
vergleichbares Molekulargewicht liefert auch die SDS-Gelelektrophorese unter denaturie-
renden Bedingungen. Unter nichtdenaturierenden Bedingungen wurde dagegen von
NEUMANN & SIMON (1986) durch Gelfiltrationschromatographie in Gegenwart des Deter-
genz Polidocanol ein Molekulargewicht der SHC von 150 kDa ermittelt, was auf ein Vor-
liegen der Cyclase als Dimer hindeutet. Vergleichbare Werte wurden auch mit den Deter-
genzien Triton X-100 von TAPPE (1993) und mit n-Octyl-Tetraoxyethylen (CgE4) von
WENDT (1997) ermittelt. Zusitzliche Hinweise fiir die Dimerisierung der SHC lieferten
auch die fiir die Rontgenstrukturanalyse verwendeten Kristallstrukturen (WENDT, 1997,
WENDT et al., 1999). Sowohl von NEUMANN & SIMON als auch von WENDT wurde die Be-
obachtung gemacht, da3 eine Reduzierung der Detergenzkonzentration bei der Analyse zu
einer Verschiebung des Molekulargewichts der SHC zu deutlich héheren Werten fiihrt.
Wurde tliberhaupt kein Detergenz verwendet, dann lag die SHC demnach als multimerer
Komplex mit einem MW von > 600 kDa vor (NEUMANN & SIMON, 1986). Da die beobach-
teten Kontaktflichen des SHC-Dimers wesentlich polarer sind, als dies sonst bei oligome-
ren Proteinen der Fall ist, wurde vermutet, dafl die Dimerisierung der SHC wohl nur vor-
iibergehender Natur ist und in einem Gleichgewicht mit groferen Oligomerenkomplexen

steht (WENDT, 1997; WENDT et al., 1999).
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Bei der Proteinreinigung im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten gréfere Mengen
vollstidndig detergenzfreier SHC gewonnen werden (siehe 3.3.2). Damit wurden die Versu-
che zur Molekulargewichtsbestimmung unter nichtdenaturierenden Bedingungen wieder-
holt, um Hinweise auf eine Oligomerisierung der SHC unter nativen Bedingungen zu er-
halten. Dadurch sollte auch ausgeschlossen werden, da3 bei den bisherigen Experimenten
ein hoheres Molekulargewicht durch die Bindung zahlreicher Detergenzmolekiile an die
SHC nur vorgetduscht wurde. So wurde z. B. das gemessene Molekulargewicht von 150
kDa von TAPPE (1993) nicht auf einen SHC-Dimer, sondern auf einen stabilen Komplex
aus einem SHC-Molekiil in einer Triton X-100-Micelle zuriickgefiihrt.

Die Molekulargewichtsbestimmung mit detergenzfreier SHC wurde mit Hilfe der Gel-
filtrationschromatographie sowie durch FPLC-Analyse durchgefiihrt (siche 3.6.1 & 3.6.2).
Mit einem ermittelten Molekulargewicht von 442 kDa bei der Gelfiltrationschroma-
tographie bzw. von 453 kDa bei der FPLC-Analyse sind die ermittelten Werte zu gro83 fiir
ein SHC-Dimer und entsprechen eher einem SHC-Hexamer. In mehreren Liufen konnte
zudem die Komplexbildung der SHC mit den im selben Lauf eingesetzten Markerproteinen
beobachtet werden, die dann alle zusammen in einem einzigen Peak von der Séule eluier-
ten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal die SHC ohne hydrophobe Umgebung durch
Membranlipide und ohne ersatzweise Stabilisierung durch Detergenzien dazu neigt, mit
anderen SHC-Molekiilen bzw. mit anderen Proteinen groflere Komplexe zu bilden. Dafiir
diirfte das hydrophobe Areal auf der Molekiiloberfliche verantwortlich sein, mit der die
SHC normalerweise als membranassoziiertes Protein in die Cytoplasmamembran ein-
taucht. Eine solche Komplexbildung ist dadurch begiinstigt, dal auf diese Weise in wéssri-
ger Losung die Kontaktflachen zwischen hydrophober Molekiiloberflache und hydrophiler
Umgebung minimiert werden kdnnen.

Die Vermutung, da3 die SHC als Dimer vorliegt, kann also durch die hier erzielten Ergeb-
nisse mit detergenzfreier Cyclase nicht bestdtigt werden. Dagegen stehen die Ergebnisse in
Einklang mit den Beobachtungen von NEUMANN & SIMON und WENDT, daf3 die postulierte
Dimerbildung der SHC in detergenzhaltigen Lésungen durch Proteinkomplexe mit hdhe-
rem Molekulargewicht ersetzt wird, wenn die Detergenzkonzentration gegen Null geht.
Offen bleibt damit, ob bei einer solch instabilen Dimerisierung diese {iberhaupt von Be-
deutung fiir die Enzymaktivitit sein kann. Ahnliches gilt offenbar auch fiir die eukaryoti-
schen Oxidosqualen-Cyclasen. Zwar liefert die nichtdenaturierende Gelelektrophorese

auch hier Hinweise auf eine Dimerisierung (WU et al., 2004), doch konnte zumindest bei
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der humanen OSC inzwischen nachgewiesen werden, dafl dieses Enzym als Monomer ak-
tiv ist (RUF et al., 2004).

Ein sicherer Nachweis einer Dimerisierung der SHC von Alicyclobacillus wére moglich,
wenn es geldnge, die beiden Monomere durch Crosslinker miteinander zu vernetzen. Im
SDS-PAGE sollte dann eindeutig ein Molekulargewicht von ca. 140 kDa nachweisbar sein.
Von WENDT et al. (2000) wurde auch vorgeschlagen, die Aminoséduren der Dimerkon-
taktflache durch Mutagenese zu verdndern und mogliche Auswirkungen auf Enzymaktivi-

tdt und Membranbindung zu analysieren.

4.4 Deletionsmutagenese der SHC

Zu Beginn dieser Arbeit war die dreidimensionale Struktur der SHC aus Alicyclobacillus
acidocaldarius noch nicht bekannt. Hinweise auf potentielle Aminosduren des aktiven
Zentrums der Cyclase lieferten nur die konservierten QW-Sequenzmotive, deren Funk-
tionsaufklarung durch Mutageneseexperimente in Bearbeitung war (FEIL, 1997). Da ein
Sequenzalignment der zu diesem Zeitpunkt bekannten Hopen-Cyclasen inklusiv der QW-
Motive iiber 100 konservierte Aminosduren aufwies, sollte durch die Konstruktion von
Deletionsmutanten und der Analyse ihrer Auswirkungen auf die Enzymaktivitit versucht
werden, die Zahl der fir die Funktionalitit der SHC entscheidenden Aminosiuren einzu-
schrinken und gleichzeitig die fiir die Aktivitit notwendige minimale Proteingrofle zu
bestimmen. Das lidngst nicht alle Aminosduren fiir die Enzymaktivitit notwendig sind,
konnte z.B. an einem anderen Enzym des bakteriellen Triterpen-Stoffwechsels, der
Squalen-Synthase aus Methylococcus capsulatus, gezeigt werden, wo durch N- und C-
terminale Deletionen ohne Verlust der Enzymaktivitét fast ein Viertel aller Aminoséuren

deletiert werden konnte (TIPPELT, 1997).

Da die Zahl der im Protein vorkommenden QW-Motive mit der Zahl der bei der Squalen-
Cyclisierung gebildeten Cyclen in Verbindung gebracht worden war (PORALLA, 1994),
sollte durch die Deletion von QW-Motiven auch herausgefunden werden, ob dies zu einer
Verianderung der Zahl der Cyclen im Produkt dieser mutierten Cyclasen fiihrt. Fiir die Er-
zeugung der N- und C-terminalen Deletionsmutanten wurde das von FEIL konstruierte
pCyc-Plasmid mit einem N-terminalen His¢-tag verwendet, das Protokoll der Proteinreini-
gung durch Metallaffinititschromatographie wurde ebenfalls {ibernommen (FEIL, 1997).
Bei der Mutagenese konnte eine erfolgreiche Bindung der Mutageneseprimern an die Ziel-
DNA erzielt werden, wenn diese beiderseits des die Deletion verursachten mismatch eine

Sequenziibereinstimmung von ca. 15 Nukleotiden aufwiesen.
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4.4.1 N-terminale Deletionen

Die DelN1-Mutante wurde durch Deletion der ersten sechs N-terminalen Aminosiuren A2
bis E7 erzeugt. Die Aktivitét dieser Cyclase zeigte im Vergleich zum Wildtyp im Enzym-
test zu Beginn eine geringfiigig reduzierte Squalenumsatzrate, die sich jedoch nach 30 Mi-
nuten immer mehr der des Wildtyps annédherte. Auch bei den durch GC-Analyse nach-
weisbaren Cyclisierungsprodukten und deren Anteil am Produktgemisch gab es keine Un-
terschiede zum Wildtyp. Aus dem Alignment der SHC-Sequenzen geht hervor, dal diese
Deletion keine konservierten Sequenzbereiche betrifft, da das QW6-Motiv erst mit der 17.
Aminosdure beginnt. Die Rontgenstruktur der SHC zeigt zudem, daf sich der N-Terminus
des Enzyms an der Oberfliche der Doméne 1 und rdumlich weit vom aktiven Zentrum des
Enzyms und dessen Zugangskanal entfernt befindet (siche Abbildung 38). Aus diesem
Grund ist es nicht verwunderlich, daf3 eine Deletion in diesem Bereich keine Auswirkung
auf die Enzymaktivitit hat. Hinzu kommt, da3 bei der Rontgenstrukturanalyse der SHC die
Position der ersten sieben Aminosduren nicht bestimmt werden konnte (siche Tabelle 8).
Dies deutet darauf hin, daf} diese Aminosduren in ihrer Position nicht durch Wechselwir-
kungen mit anderen Proteinbereichen stabilisiert sind. Es ist deshalb unwahrscheinlich, daf3
eine Deletion dieser N-terminalen Aminosduren zu einer Destabilisierung der Protein-
struktur fiihrt. Auch dies erklart, warum die DeIN1-Mutante eine dem Wildtyp entspre-

chende Enzymaktivitdt aufweist.

Bei der DelN2-Mutante wurden durch die Deletion der Aminosduren A2 bis N39 im Ver-
gleich zur DelN1-Mutante dagegen ein ca. 6X so grofler Sequenzbereich deletiert, der das
komplette QW6-Motiv umfalit. Bei der Mutagenese wurde durch den Mutationsprimer
neben der Deletion eine zusétzliche Eco72 I-Schnittstelle erzeugt. Sowohl durch das da-
durch verdnderte Restriktionsfragmentmuster als auch durch die Sequenzierung des betrof-
fenen Genbereichs konnte die erfolgreiche Deletion auf DNA-Ebene nachgewiesen wer-
den. Da jedoch kein Protein dieser Mutante isoliert werden konnte, mul hier ein Problem
bei der Proteinexpression oder Proteinreinigung vorliegen. Wie Abbildung 38 zeigt, ist es
sehr wahrscheinlich, daf das Hise-tag durch die Deletion ins Molekiilinnere verlagert wur-
de und deshalb nicht mehr mit der NTA-Agarose wechselwirken kann. Dies wiirde erkl-
ren, warum kein Protein in den Eluatfraktionen nachgewiesen werden konnte. Da aber
auch im Séulendurchlauf keine SHC-Bande im SDS-PAGE nachgewiesen werden konnte,
konnte die Deletion des konservierten N-terminalen Sequenzmotivs auch zu einer so mas-
siven Storung der Proteinstruktur des o6/06-Barrels der Doméne 1 gefiihrt haben, da3 die-

ses defekte Protein in der Zelle sofort proteolytisch abgebaut wird und deshalb nicht nach-
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gewiesen werden kann. Damit wire auch klar, warum im Rohextrakt auch bei Ubernacht-
inkubationen bei 50 und 60 °C keine Enzymaktivitit nachweisbar war. Alternativ wire
noch moglich, da3 die DeIN2-SHC inaktiv ist und nur in so geringer Menge exprimiert
wird, dal sie vor dem Hintergrund der restlichen Proteine der Bakterienzellen im SDS-
PAGE nicht identifiziert werden kann. Der immunologische Nachweis einer Proteinbande
mit dem erwarteten Molekulargewicht durch den Anti-SHC-Antikoérper im Rohextrakt
diirfte dagegen auf unspezifische Kreuzreaktionen des Antikorpers mit E. coli-Proteinen
zurilickzufiihren sein, wie die zahlreichen weiteren markierten Banden vermuten lassen. Da
keine Totalsequenzierung des DelN2-SHC-Gens durchgefiihrt wurde, kann nicht ausge-
schlossen werden, dall neben der beabsichtigten DelN2-Mutagenese eine weitere zufillig
aufgetretene Mutation zu einem Leserastersprung oder zu einem vorzeitigen Translations-

stop und damit zu einem inaktiven SHC-Fragment fiihrt.

Abbildung 38: Kalottenmodelle der SHC von A. acidocaldarius mit einer Simulation der N-
terminalen Deletionen DelN1 (links) und DeIN2 (rechts). Ausgehend von der Wildtypstruktur
wurden die entsprechenden N-terminalen Aminosduren aus der Struktur entfernt bzw. durch das
Start-Methionin (griin) und die sechs Histidine des Hisg-tags (rot) ersetzt. Die der bei der DelN2-
Mutante deletierten N-terminalen Aminoséduren sind links bis zum Asn39 dunkelgrau hervorgeho-
ben.

4.4.2 C-terminale Deletionen

Bei der DelC1- sollten die letzten 14 Aminoséuren deletiert werden. Da die mit dem Mu-
tageneseprimer einzufilhrende Restriktionsschnittstelle im SHC-Gen nicht nachgewiesen
werden konnte, konnte die erfolgreiche Bindung des Primers an die DNA nicht nachweisen

werden. Auch bei der DelC3-Mutante, bei der eine Deletion der letzten 39 Aminosaduren
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durch Insertion von Stop-Codons im Leseraster des SHC-Gens erzielt werden sollte, ge-
lang dies nicht. Bei der DelC1-Mutante war der Mutageneseprimer so konstruiert, dal er
mit einer Halfte an die pCyc-Sequenz des SHC-Stop-Codons und die darauffolgenden 18
Nukleotide binden sollte. Von OCHS wurde bei der Sequenzierung des SHC-Gens im Ab-
stand von zwei Nukleotiden nach dem Stop-Codon ein ,,inverted repeat™ von 10 Nukleoti-
den Lange gefunden, welches die Ausbildung einer Haarnadel-Schleifenstruktur ermég-
licht (OcHs, 1990). Die Ausbildung einer derartigen Sekundérstruktur der DNA konnte die
Bindung des Mutageneseprimers an den Sequenzabschnitt unmittelbar nach dem Stop-
Codon des SHC-Gens verhindern. Bei der DelC3-Mutante sollte eine Hélfte des Mutage-
neseprimers an den C-terminalen DNA-Bereich des QW1 binden. Da die Sequenz G-X-W
den am stirksten konservierten Teil der QW-Motive darstellt und im SHC-Gen achtmal
vorkommt, konnten in diesem Fall Fehlpaarungen des Mutageneseprimers mit den DNA-
Sequenzen der verschiedenen QW-Motive fiir das Nichtgelingen der DelC3-Mutation ver-
antwortlich sein.

Nach dem Scheitern der DelC1-Mutagenese sollte die Deletion der letzten 14 Aminosduren
bei der DelC2-Mutante mit Hilfe zweier PCR-Primern erreicht werden. Ein entsprechend
verkiirztes PCR-Amplifikat wurde isoliert und konnte iiber entsprechende mit den Primern
eingefiihrten Restriktionsschnittstellen in den Vektor pQE-8 kloniert werden. Die Sequenz
des Klonierungsprodukts war nach einer Restriktionsverdauanalyse jedoch nicht mit der
SHC-Gensequenz identisch, ohne das dafiir eine Ursache festgestellt werden konnte. Auch
von FEIL wurde tiber &hnliche Probleme bei Verwendung der pQE-Vektoren berichtet
(FEIL, 1997).

Nachdem also keine einzige der geplanten C-terminalen Deletionsmutanten und keine gro-
Bere N-terminalen Deletion als die der DelN1-Mutante analysiert werden konnte, miissen
diese Versuche weitestgehend als gescheitert angesehen werden. Die inzwischen bekannt-
gewordene 3D-Struktur der SHC kann ein solches Ergebnis jedoch leicht erkldren. Sieht
man ndmlich von den ersten neun sowie den letzten vier Aminosduren ab, gehoren die
nichsten terminalen Aminosduren der SHC entweder zur o-Helix ol oder 022. Wie aus
Abbildung S [B] hervorgeht, sind beide Helices Teil der 06/a6-Struktur der Doméne 1 der
Cyclase und stehen in engem Kontakt mit den benachbarten o-Helices ot12, 020 und o21.
Dieser Struktur wurde zusammen mit den QW-Motiven von WENDT et al. (1997) eine
Funktion fiir die Stabilisierung der SHC gegen die bei der exergonischen Cyclisierungs-
reaktion freiwerdenden Energie zugeschrieben, die inzwischen auch experimentell belegt

ist (SATO & HOSHINO, 1999a, 2001). Eine Deletionen in diesem Bereich wird das Protein



112 DISKUSSION

wahrscheinlich derartig destabilisieren, daB3 bei einer solchen SHC auch keine Enzymakti-
vitdt mehr nachweisbar ist. Die wenigen in der Kristallstruktur der SHC fehlenden Amino-
sduren (siche Tabelle 8) diirften deshalb mit groer Wahrscheinlichkeit die einzigen
Aminosduren sein, deren Deletion vom Enzym toleriert wird. Damit diirfte die Rontgen-

struktur der SHC zugleich die minimale aktive Gro8e dieses Enzyms darstellen.

4.5 Bestimmung der Trypsinschnittstelle in der SHC-Sequenz

Fiir eine erfolgreiche Proteinreinigung durch Metallaffinitdtschromatographie ist es not-
wendig, daB3 das Hise-tag an der Molekiiloberflache liegt, um mit dem Sdulenmaterial der
Cu*"-NTA-Siule wechselwirken zu koénnen. Die Probleme bei der Reinigung der DelN2-
Mutante wiesen jedoch darauf hin, daB3 mit zunehmender Ausdehnung der terminalen De-
letionen damit zu rechen ist, da3 das Hise-tag im Molekiilinneren verschwindet. Um trotz-
dem Cyclasen mit noch gréfleren Deletionen isolieren zu konnen, sollte das N-terminale
Hise-tag deshalb durch eines in einem zentralen Sequenzbereich der SHC ersetzt werden,
dessen Lage durch die N- und C-terminalen Deletionen unberiihrt bleibt und damit in je-
dem Fall die Proteinreinigung ermoglicht.

Da zu diesem Zeitpunkt die Rontgenstrukturanalyse noch nicht abgeschlossen war, mufiten
fiir diesen Zweck geeignete Sequenzbereiche auf andere Weise identifiziert werden. Hier
bot sich die von WENDT entdeckte Trypsinschnittstelle an (WENDT, 1994). Die bevorzugte
Proteolyse der SHC an dieser Position liel vermuten, daf3 dieser Sequenzabschnitt beson-
ders exponiert an der Molekiiloberflache der Cyclase liegt. Dafiir sprach, daf} sich schon
nach wenigen Minuten der Trypsineinwirkung ein 45 kDa-Fragment der SHC nachweisen
1aBt. Die von WENDT angegebene Position der Trypsinschnittstelle zwischen R233 und
S234 war jedoch in der korrigierten Sequenz nicht mehr vorhanden. Aus diesem Grund
wurde die N-terminale Sequenz des proteolytischen SHC-Fragments durch Edman-Abbau
erneut bestimmt (siche 3.5.2).

Anhand der bestimmten Aminosduren konnten zwei benachbarte Trypsinschnittstellen
zwischen R222 und A223 sowie zwischen R238 und A239 identifiziert werden. Die beiden
nur 15 Aminoséduren auseinanderliegenden Schnittstellen fithren zu SHC-Fragmenten, die
im Gel anhand ihrer Gréfe unterschieden werden konnen. Abbildung 31 zeigt deutlich
eine starke Bande oberhalb der 43 kDa-Markerbande und eine zweite schwichere Bande,
deren Molekulargewicht dem Markerprotein entspricht. Die unterschiedliche Bandenstérke
deutet darauf hin, dal} eine der beiden Schnittstellen vom Trypsin bevorzugt wird. Aus dem

MW der stirkeren Bande kann geschlossen werden, dal die bevorzugte
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Trypsinschnittstelle zwischen R222 und A223 liegt, da hier mit einem C-terminalen Frag-
ment mit einem MW von 45,8 kDa zu rechnen ist. Eine Proteolyse zwischen R238 und
A239 liefert dagegen ein Fragment mit einem MW von 44,0 kDa (siche Tabelle 10), was
nahezu dem 43-kDa-Markerprotein entspricht und damit ebenfalls gut mit dem Befund im
SDS-Gel iibereinstimmt. Weitere Banden sind unterhalb der 30 kDa-Markerbande zu se-
hen. Hier diirfte es sich um die entsprechenden N-terminalen SHC-Fragmente handeln.
Dal} diese Proteinbanden wesentlich weniger deutlich sichtbar sind, liegt vielleicht daran,
daBl diese SHC-Fragmente durch weitere tryptische Proteolyse abgebaut werden. Wie die
Rontgenstruktur der SHC zeigt, liegen die beiden identifizierten Trypsinschnittstellen tat-
sdchlich exponiert an der Oberfldche des Proteins (siche Abbildung 39).

C-Terminus

Abbildung 39: Zwei Ansichten eines Kalottenmodell der SHC von A. acidocaldarius mit den
beiden bevorzugten Trysinschnittstellen an der Molekiiloberfliche. [A] die Arginin-Reste (rot)
Arg223 (rechts) und Arg238 (links) der beiden Trypsinschnittstellen, die dazwischenliegenden 15
Aminoséduren (orange), dariiber der Blick in den Kanal ins aktive Zentrum der SHC mit dem Inhi-
bitor LDAO (blau) sowie die auf Arg238 folgenden C-terminalen Aminoséuren der SHC (44 kDa-
Fragment; gelb). [B] um 90° nach rechts um die senkrechte Achse gedrehte Ansicht mit Arg223
(rot) und den N- und C-Termini der SHC. Deutlich sichtbar die vorstehende Membranbindungs-
doméne der SHC mit einer schematischen Darstellung des hydrophilen Teils der Membran (grauer
Balken; siche auch Abbildung 6).

Da alle weiteren SHC-Mutanten mit einer verdnderten Mutagenesestrategie und Protein-
reinigung isoliert wurden (siehe unten), wurde die Identifizierung der Trypsinschnittstelle

jedoch nicht mehr dazu verwendet, um an dieser Position ein Hise-tag einzufiigen.
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4.6 Mutagenese von Aminosauren des aktiven Zentrums der SHC

Mehrere Griinde waren dafiir verantwortlich, da3 nach den bisherigen Experimenten ein
Wechsel der Mutagenesestrategie sowie des Proteinreinigungsprotokolls vorgenommen
wurde. So wurde mit dem Plasmid pCyc nur eine unbefriedigende Expression der SHC
erreicht, da der lacZ-Promotor dieses Vektors und das Start-Codon der SHC durch eine ca.
220 bp lange DNA-Sequenz getrennt war (FEIL, 1997). Dies fiihrte dazu, dal eine Expres-
sionssteigerung durch IPTG-Zugabe kaum moglich ist. Sollten die Mutationen zu einer
SHC mit verdndertem Produktspektrum fiihren, wére dies jedoch eine Voraussetzung, um
damit die flir die Strukturaufkldrung neuer Produkte nétige Menge eben dieser Verbin-
dungen zu erhalten. Aus diesem Grund wurden fiir alle weiteren Experimente der Vektor
pKSHC (WENDT, 1994) verwendet. Durch einen optimalen Abstand zwischen dem starken
Tac-Promotor und dem Start-Codon der SHC konnte hier eine durch IPTG deutlich indu-
zierbare Proteinexpression erzielt werden. Da die vom pKSHC codierte SHC kein His-tag
aufwies, konnte die bisher verwendete Proteinreinigung durch Metallaffinitdtschroma-
tographie iiber NTA-Agarose nicht mehr verwendet werden. Deshalb wurde fiir die Prote-
inreinigung jetzt eine Anionenaustauschchromatographie verwendet. Durch diesen Wech-
sel konnten auch die Probleme der bisher angewandten Proteinreinigungsmethode (wie
schlechte SHC-Bindung an die Sdule, Elution schon bei geringen Imidazol-
Konzentrationen und dadurch hédufige Verunreinigung der SHC-Fraktion durch andere
Proteine) erfolgreich beseitigt werden, die bisher Qualitdt und Quantitdt der isolierten SHC
eingeschrinkt hatten. Mit der verwendeten Q Sepharose HP konnte ndmlich eine sehr gute
Bindung der SHC an das S&ulenmaterial erreicht werden, sodal} bei Spiilung der Sdule mit
Waschpuffer die SHC nicht ausgewaschen wurde, wahrend Verunreinigungen entweder
ohne Bindung mit dem Durchlauf ausgespiilt wurden oder eine so schwache Bindung an
das Sdulenmaterial aufwiesen, daB flir deren Abtrennung schon geringe NaCl-
Konzentrationen des Elutionspuffers ausreichend waren (siche Abbildung 16). Dadurch
konnte die SHC mit einem nur minimalen Anteil anderer Proteine isoliert werden.

Fiir den Wechsel von unspezifischen Deletionsmutagenesen zur gezielten Mutagenese ein-
zelner Aminosduren waren hauptsdchlich zwei Griinde ausschlaggebend. Zum einen weist
die Methode der Deletionsmutagenese in der durchgefiihrten Form generell einige
Nachteile auf. Dazu gehort, daB eine eventuell festgestellte Anderung der Enzymaktivitit
keiner bestimmten Aminosdure zugeordnet werden kann, da die Deletionen immer mehrere
Aminosduren betreffen. Zudem steigt mit zunehmender Deletionsgrofle die Wahrschein-

lichkeit, daf3 eine Aktivititsdnderung der Cyclase viel eher auf eine durch die Deletion ver-
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ursachte Strukturdnderung des Proteins als auf die Deletion von katalytisch aktiven Ami-
nosduren zuriickzufiihren ist. Zudem erscheint es bei einer so komplexen Enzymreaktion
wie bei der SHC generell fraglich, ob mit einer derartig unspezifischen Deletionsmutage-
nese auller einer Inaktivierung iiberhaupt eine andere Aktivititsverdnderung der Cyclase
erreicht werden kann.

Entscheidend fiir den Ubergang zur gezielten Mutagenese einzelner Aminosiuren waren
jedoch hauptsichlich die inzwischen erzielten Fortschritte bei der Rontgenstrukturaufkla-
rung der SHC. Damit lagen zunehmend Hinweise auf die Struktur des aktiven Zentrums
vor und es wurde dadurch auch méglich, die Funktion einzelner Aminosiuren des aktiven
Zentrums durch gezielten Austausch gegen Alanin (Alanin-scanning-Mutagenese) genauer
zu analysieren. Da diese Aminosdure keine saure, basische, aromatische oder ausgespro-
chen hydrophobe Seitenkette besitzt, sollte dies die Interpretation der Auswirkung eines
derartigen AS-Austausches erleichtern.

Durch die Rontgenstrukturanalyse der SHC war jedoch nicht geklirt, welche der mehrere
Dutzend Aminosduren, die zusammen das aktive Zentrum der SHC bilden (insgesamt be-
finden sich 45 AS im Abstand von 7,5 A zum LDAO, siehe 4.4.2), eine katalytische Funk-
tion haben und welche Reste nur zur Struktur des aktiven Zentrum beitragen. Die durchge-
fiihrten Mutageneseexperimente sollten zur Beantwortung dieser Frage beitragen. Dazu
war es notig, einzelne Aminosduren des aktiven Zentrums fiir die Mutageneseexperimente
auszuwihlen. In Frage kamen dabei hauptsidchlich konservierte aromatische Aminoséuren,
bei denen aufgrund ihrer Position im aktiven Zentrum eine Beteiligung an der Stabilisie-
rung intermedidrer Carbokationen bei der Squalen-Cyclisierung angenommen werden

konnte.

4.6.1 H451A-SHC

H451 unterscheidet sich durch zwei Eigenschaften von den anderen in dieser Arbeit fiir die
Mutagenesen ausgewihlten Aminosduren. Zum einen handelt es sich um die einzige nicht-
aromatische Aminosdure und zum zweiten gehort H451 nicht zu den Aminoséduren, die mit
thren Seitenketten die Wand des Hohlraums des aktiven Zentrums auskleiden. Vielmehr ist
es durch einige Aminosduren von diesem Hohlraum getrennt, die zusammen den oberen
Abschluf} des aktiven Zentrums bilden (siche Abbildung 40). Dies zeigt sich auch daran,
daB3 bei den anderen fiir die Mutageneseexperimente ausgewihlten Aminosduren der
kiirzeste Abstand zwischen Seitenkette und LDAO im aktiven Zentrum ca. 3,5 — 4,5 A
betriigt, wihrend er zwischen H451 und LDAO 6,5 A und mehr betrigt. Dieser groBere
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Abstand hat zur Folge, dal H451 keinen direkten Kontakt zum Squalen im aktiven

Zentrum hat.

Abbildung 40: Querschnitt durch das Kalottenmodells der Doméne 1 der SHC mit der Lage
von H451. [A] In rot die Seitenkette von H451, die in einen kleinen Hohlraum hineinragt, der ober-
halb des aktiven Zentrums der SHC liegt (einige Aminosduren sind ausgeblendet; siche auch Ab-
bildung 6). Darunter die sechs Aminoséuren, deren Seitenketten den oberen Hohlraum vom Hohl-
raum des aktiven Zentrums abtrennen. In der Mitte oben D447 (gelb); daran anschlieend im Uhr-
zeigersinn in wechselnden Farben V448, D376, W312, Y612 und Y495. [B] Werden diese
Aminoséuren nicht als raumfiillende Kalottenmodelle dargestellt, dann geben sie den Blick in das
darunterliegende aktive Zentrum der SHC mit dem Inhibitor LDAO (orange) frei.

H451 H451A
H,O

Abbildung 41: Struktur des aktiven Zentrums der SHC mit einem hineinmodelliertem Ho-
penmolekiil beim WT [links] und die Computersimulation (siehe 3.4.5) der H451A-Mutation
[rechts]. Wasserstoffbriicken zwischen den einzelnen Aminosduren sind als gestrichelte Linien
dargestellt. Vom Hopen ist nur der A- (oben) und B-Ring (unten) dargestellt und beim A-Ring sind
die Atome C-3 bis C-5 durchnumeriert: C-3 wird vom dariiberliegenden D376 protoniert, C-4" ist
das erste intermedidre Carbokation und die Bindung zwischen C-4 und C-5 filhrt zum ersten
RingschluB3 bei der Squalen-Cyclisierung.
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Die Seitenkette von H451 liegt direkt tiber D376 und ist iiber eine Wasserstoffbriicke mit
diesem verbunden (siche Abbildung 40 & 41). Beide Aminoséduren liegen wahrscheinlich
in protonierter Form vor, was die Aciditdt von D376 erhéhen soll. Dadurch kann letzteres
leichter als katalytische Séure wirken und mit der Protonierung der terminalen
Doppelbindung von Squalen dessen Cyclisierungsreaktion einleiten. Das dabei entstehende
erste intermedidre Carbokation kann dann durch die negative Ladung der beiden
benachbarten Aspartat-Reste D374 und D377 stabilisiert werden, wihrend die nach der
Squalenprotonierung am D376 verbleibende negative Ladung durch die positive Ladung
von H451 kompensiert werden kann. Zusétzlich wird D376 {iber eine Wasserstoffbriicke
zu Y495 iber ein Wassermolekiil stabilisiert (WENDT, 1997; WENDT et al., 1997, 1999).
Die Nédhe von H451 zu den fiir die Initiation der Cyclisierungsreaktion entscheidenden
Aminosduren D374, D376 und D377 lieBen also vermuten, dal diese Aminosiure
ebenfalls einen EinfluB} auf die Squalen-Cyclisierung hat, der durch die Mutation H451A
ndher untersucht werden sollte.

Bei der Analyse der H451 A-Mutante konnte erstmals eine Reduktion der Thermostabilitét
der SHC durch einen Aminosdureaustausch festgestellt werden. Bisherige SHC-Mutanten
hatten in dieser Hinsicht keine Unterschiede zum SHC-Wildtyp gezeigt (FEIL, 1997). Diese
erniedrigte Thermostabilitdt fiihrte dazu, daBl bei der Proteinreingung nach dem
Standardprotokoll (d.h. Hitzedenaturierungsschritt bei 60 °C) keine Cyclase isoliert werden
konnte. Erst nach Absenkung der Temperatur dieses Reinigungsschrittes auf 50 °C bei
gleichzeitiger Verkiirzung der Inkubationsdauer war am Ende der Reinigungsprozedur
noch ausreichend Protein im Sduleneluat vorhanden (siehe 3.3.4). Damit nahm jedoch auch
der Grad der Verunreinigungen der SHC-Fraktion durch nichtdenaturierte E. coli-Proteine
zu. Der Proteingehalt der Eluatfraktion war damit nur noch zum Teil auf die SHC
zurlickzufiihren, weshalb die tatsdchliche SHC-Konzentration nicht mehr eindeutig
bestimmt werden und nur noch anndherungsweise durch gel-densitometrische Analyse
abgeschitzt werden konnte. Wegen der Fehleranfilligkeit dieser Methode wurden jedoch
aus den MeBdaten keine Angaben zur spezifischen Aktivitit und zur Kinetik der SHC-
Mutanten abgeleitet. Auch aus diesem Grund konzentrierten sich die Arbeiten ganz auf die
Analyse und Charakterisierung des Produktspektrums der Mutanten.

Neben der verringerten Thermostabilitdt konnte bei der Analyse der H451A-Mutante auch
eine deutlich reduzierte Enzymaktivitdt festgestellt werden. So war der relative Squalen-
umsatz nach 14-stiindiger Inkubation bei 50 °C im Vergleich zum WT auf ca. ein Drittel

reduziert (siche Tabelle 4). Deutliche Verdnderungen im Produktspektrum wurden
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dagegen nicht beobachtet (MERKOFER et al., 1999). Hopen und Diplopterol sind mit einem
Produktanteil von 85 bzw. 10 % die Hauptprodukte dieser Cyclase. Daneben konnten mit
Dammara-13(17),24-dien, 17-Isodammara-12,24-dien und 17-Isodammrara-20(21),24-dien
noch drei der sechs von PALE-GROSDEMANGE et al. (1998) bei der WT-SHC identifizierten
Nebenprodukte nachgewiesen werden. Diese werden auch von der WT-SHC in groBerer
Menge als die restlichen drei Verbindungen produziert. Daf3 letztere im Produktspektrum
der H451A-SHC nicht nachgewiesen werden konnten, diirfte deshalb hauptséchlich auf die
geringe Aktivitét dieser Cyclase zurilickzufiihren sein.

Die deutliche Reduktion der Enzymaktivitit durch diese Mutation zeigt, dafl die
Aminosdure H451 in der Tat eine Rolle bei der Initiierung der Cyclisierungsreaktion durch
D376 spielt. Auch der Austausch von Y495 (durch die Mutation Y495F), die als zweite
Aminoséure iiber Wasserstoffbriicken mit D376 in Kontakt steht, fithrt zu einer deutlichen
Verringerung der relativen Enzymaktivitit (FULL & PORALLA, 2000). Die noch vorhandene
Restaktivitdt belegt aber auch, da3 die Aciditit von D376 auch ohne H451 fiir eine — wenn
auch reduzierte — Squalenprotonierung ausreicht. Auch die Tatsache, dal H451 bei den
bekannten Squalen-Hopen-Cyclasen nicht konserviert ist (MERKOFER et al., 1999), zeigt,
daf} diese Aminoséure nicht essentiell fiir die Enzymaktivitit sein kann. Wie aus dem
Sequenzalignment hervorgeht (sieche Anhang), kommt an dieser Position nur bei den
Cyclasen der Alicyclobacillus- und Streptomyces-Arten sowie bei den Cyclasen aus
Magnaporthe, Desulfitobacterium und Rhodopirellula ein Histidin vor. Alle anderen SHC
weisen an dieser Position dagegen ein Arginin auf. Wie die Enzymaktivitit der H451R-
Mutante zeigt, kann dieses Arginin tatsédchlich die Funktion des Histidins iibernehmen. Da
die Enzymtests der H451 A-Mutante (diese Arbeit) und der H451R-Mutante (HOSHINO &
SATO, 2002) unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt wurden, kénnen die erzielten
Ergebnisse nur eingeschriankt miteinander verglichen werden, doch deuten die Daten
darauf hin, da8 die Aktivitdt der H451R-SHC bei einstiindiger Inkubation fast viermal
hoher als die der H451 A-Mutante ist.

Im Gegensatz zur beobachteten Restaktivitidt der H451 A-Mutante konnte bei einer H451F-
SHC keine Enzymaktivitdt mehr nachgewiesen werden (HOSHINO & SATO, 2002). Diese
Inaktivierung der Cyclase ist mdglicherweise auf eine Verdnderung der Proteinstruktur
zuriickzufiihren, die die Einflihrung einer aromatischen Aminosdure an dieser Position
nach sich ziehen kann.

Bei den Oxidosqualen-Lanosterol-Cyclasen wurde zuerst vermutet, dal die Aminosduren

H146/D456 die Funktion von D376/H451 der SHC iibernechmen (COREY et al., 1997b),
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doch scheint H146 zu weit vom aktiven Zentrum entfernt zu sein. Bis heute konnte bei den
OSC keine dem H451 dquivalente Aminosdure identifiziert werden. Da die Protonierung
einer Epoxidbindung beim Oxidosqualen leichter mdglich ist, als die Protonierung einer C-
C-Bindung beim Squalen, konnen die OSC offensichtlich auf die unterstiitzende Wirkung
einer dem H451 entsprechenden Aminosédure verzichten (WENDT et al., 2000).

Die Struktur der SHC liefert auch Hinweise fiir eine Erkldarung der bei der H451A-Mutante
beobachteten reduzierten Thermostabilitit. So ist die Aminosdure H451 Teil der Helix
16, welche zusammen mit fiinf weiteren den inneren Ring von a-Helices der a6/06-
Struktur der Doméne 1 bildet (siche Abbildung S [B]). Innere und duBlere Helices sind
durch zahlreiche Interaktionen mit den QW-Motiven, die auf die duBleren Helices folgen,
miteinander verkniipft. So ist die Helix ot16 mit der dulleren Helix ol7 iiber das QW4-
Motiv verbunden. Den zahlreichen Wechselwirkungen mit Aminosduren der QW-Motive
wird eine Stabilisierung der Cyclase gegen thermische Denaturierung zugeschrieben
(WENDT, 1997; WENDT ef al., 1997), was durch Mutagenese konservierter Aromaten des
QW4-Motives inzwischen auch experimentell nachgewiesen werden konnte (SATO &
HOSHINO, 1999a). Somit erscheint es einleuchtend, da3 der Austausch von H451 gegen
Alanin zu einer verdnderten Struktur der Helix o6 fithren kann und iiber verdnderte
Interaktionen mit dem QW4-Motiv und der Helix ol7 letztendlich zu einer

Destabilisierung des Proteins gegeniiber thermischer Denaturierung fiihrt.

4.6.2 W489A-SHC

Im Gegensatz zum H451 ist die Aminosdure W489 direkt an der Auskleidung des
Hohlraums des aktiven Zentrums der SHC beteiligt. Dabei ist die Seitenkette so
ausgerichtet, dal das Indolringsystem mit seiner Ringfliche zum aktiven Zentrum weist
(siche Abbildung 42). Es wurde vermutet, dal W489 mit den mn-Elektronen des
aromatischen Ringsystems sowie durch seine giinstige Lage im oberen Bereich des aktiven
Zentrums an der Stabilisierung des intermedidren Carbokations C-10" beteiligt ist,
welches durch die Cyclisierung des A-Rings entsteht (WENDT, 1997; WENDT et al., 1999).
Auch die Tatsache, dal W489 eine der am stirksten konservierten Aminosduren bei
Triterpen-Cyclasen ist, kann als Indiz fiir die wichtige Funktion dieser Aminosiure
gewertet werden. Wie das Alignment der bekannten Triterpen-Cyclasesequenzen zeigt, ist
W489 mit Ausnahme der Archaea-Sequenzen von Pyrococcus und Methanopyrus bei allen

anderen SHC sowie bei allen OSC vorhanden (siche Anhang).
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Ein Austausch dieser aromatischen Aminosdure gegen Alanin sollte deshalb zu einer
deutlichen Stérung der Squalen-Cyclisierung, moglicherweise sogar zu einem
Reaktionsabbruch auf der Stufe des C-10"-Carbokations fiihren. In diesem Fall sollte im

Enzymtest dieser Mutante ein neues monocyclisches Produkt zu finden sein.

W312

D447

W489 10 ®

F365

Hopen

Abbildung 42: Struktur des aktiven Zentrums der SHC mit einem hineinmodellierten Ho-
penmolekiil beim WT [links] und die Computersimulation der W489A-Mutation [rechts].
Wasserstoffbriicken zwischen den einzelnen Aminoséuren sind als gestrichelte Linien dargestellt.
Vom Hopen sind nur die A-, B- und C-Ringe dargestellt und die Position des zweiten intermedié-
ren C-10"-Carbokations zwischen dem A- und B-Ring markiert.

Die Analyse der W489A-SHC konnte diese Vorhersagen jedoch nur zum Teil bestétigen.
So konnte in der Tat gezeigt werden, daB3 sich ein Austausch dieser Aminosdure negativ
auf die Squalen-Cyclisierung auswirkt, da die Mutante mit einem Squalenumsatz von < 7
% nach 14-stiindiger Inkubtion im Vergleich zur WT-SHC die niedrigste Enzymaktivitét
aller in dieser Arbeit untersuchten Mutanten aufwies (siche Abbildung 29). Diese
Mutation fiihrt jedoch nicht zu einem vorzeitigen Abbruch der Cyclisierungsreaktion, da
im Enzymtest weiterhin Hopen als Produkt nachweisbar war (MERKOFER et al., 1999).
Nebenprodukte wurden nicht beobachtet, was eventuell jedoch nur eine Folge der geringen
Aktivitit dieser Cyclase war. Wie bei der H451 A-Mutation wies auch die W489A-SHC im
Vergleich zum Wildtyp-Enzym eine reduzierte Thermostabilitét auf.

Inzwischen liegen zu W489 die Ergebnisse weiterer Mutageneseexperimente vor.
Demnach fiihrt der Austausch W489L zu einer vollstindigen Inaktivierung der Cyclase
(SATO et al., 1998b). Die Mutation W489F liefert dagegen eine Cyclase, bei der neben
Hopen auch Diplopterol und 17-Isodammara-20(21),24-dien im Verhéltnis von 73,7 : 6,6 :
19,6 als Reaktionsprodukte nachweisbar sind (SATO & HOSHINO, 1999a). Nach HOSHINO
& SATO (2002) konnten mit Isodammara-12,24-dien und Dammara-13(17),24-dien noch

zwel weitere tetracyclische Nebenprodukte nachgewiesen werden. Angaben zu den
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Mengenverhéltnissen dieser beiden Substanzen wurden jedoch nicht gemacht. Damit fiihrt
der homologe Aromatenaustausch W489F zu einer Cyclase, die fast alle von der WT-SHC
bekannten Produkte bildet. Dagegen ist bei diesem Enzym im Vergleich zum WT die
relative Enzymaktivitdt auf nur noch 2,6 % reduziert (SATO & HOSHINO, 1999a).

Die vollstindige Inaktivierung der SHC durch die Mutation W489L sowie die drastische
Reduktion der Enzymaktivitit um ca. 93 - 97 % durch die Mutationen W489A und W489F
belegen die Bedeutung dieser Aminosiure fiir die Cyclisierungsreaktion. Allerdings bleibt
die genaue Funktion von W489 bei dieser Reaktion weiter offen. Die verringerte Aktivitét
von W489F kann mit der Beeintrichtigung moglicher m-Kation-Interaktionen durch den
Austausch des Indolrings des Tryptophans gegen den kleineren Phenylring des
Phenylalanins erklidrt werden (SATO & HOSHINO, 1999a). Unklar bleibt jedoch, weshalb
die Mutante W489A trotz Verlust des aromatischen Ringsystems eine gro3ere Restaktivitét
als W489F aufweist. Aufgrund kinetischer Analysen dieser W489F-Mutante wird von
HOSHINO & SATO (2002) angenommen, dal} diese Aminosdure neben der Stabilisierung des
intermedidren Carbokations auch eine Funktion fiir die Substratbindung hat.

Da bei keiner dieser W489-Mutanten ein monocyclisches Produkt nachweisbar ist, scheint
die Cyclisierung auch nicht auf der Stufe des C-10"-Carbokations abzubrechen. Demnach
scheint diese Aminosdure auch nicht entscheidend an dessen Stabilisierung beteiligt zu
sein. Eine rein sterische Funktion fiir die korrekte Faltung von Squalen im aktiven Zentrum
erscheint ebenfalls unwahrscheinlich, da auch beim Ersatz des groBen Indolrings des
Tryptophans durch die kleine Seitenkette des Alanins (siche Abbildung 42) das Substrat
weiterhin korrekt gefaltet wird und die Cyclisierung zum Hopen erfolgen kann.
Offensichtlich wird das C-10"-Carbokation noch durch andere Aminosduren in der
Umgebung von W489 stabilisiert, sodall der Verlust dieser Aminosdure toleriert werden
kann. Dies wiirde erkldren, warum bei der W489A-Mutante die Cyclisierungsreaktion
nicht vorzeitig abbricht, sondern zum Hopen fiihrt. Da bei den Mutanten D377C/N,
Y420W, L607F/W und Y612A inzwischen monocyclische Reaktionsprodukte
nachgewiesen werden konnten, scheinen diese Aminosduren wohl eher als W489 die
Funktion der C-10"-Carbokationstabilisierung zu iibernehmen (SATO & HOSHINO , 2001;
SATO et al., 2002; HOSHINO & SATO, 2002).

Sowohl die Mutation W489A (diese Arbeit) als auch die Mutation W489F (SATO &
HOSHINO, 1999a) haben eine reduzierte Thermostabilitit der Cyclase zur Folge. Dies
deutet darauf hin, daf} durch die Mutation konservierter Aromaten, die in den Hohlraum

des aktiven Zentrums hineinragen, die Struktur des Enzym genauso destabilisiert werden
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kann, wie durch Mutationen, die die QW-Motive an der Proteinoberflache betreffen, deren
Bedeutung fiir die Thermostabilitit der SHC inzwischen nachgewiesen wurden (SATO &
HOSHINO, 1999a, 2001).

4.6.3 F601A-SHC

Mit F601 wurde eine weitere aromatische Aminoséure fiir die Mutagenese ausgewahlt, die
innerhalb der Triterpen-Cyclasen stark konserviert ist. Mit Ausnahme der Sequenzen von
Rhodopirellula, Desulfitobacterium sowie der Bacillus- und der Archaea-Arten ist diese
Aminoséure bei allen anderen SHC sowie bei allen OSC vorhanden (siche Anhang). Wie
bei W489 ist auch bei F601 die Seitenkette so ausgerichtet, daB die Ringfliche des
Phenylrings zum Hohlraum des aktiven Zentrum weist (siche Abbildung 43).

Sollte die Squalen-Cycliserung wie in Abbildung 7 dargestellt gleich zu jeweils
sechsgliedrigen A-, B-, C- und D-Ringen fiihren, dann kann aus der Position von F601 im
aktiven Zentrum keine Funktion abgeleitet werden, da sich diese Aminosdure unter diesen
Voraussetzungen nicht in der Nédhe der zu postulierenden intermedidren Carbokationen
befindet. Nimmt man dagegen an, daf3 bei der Squalen-Cyclisierung zuerst ein 5-gliedrigen
D-Ring entsteht (der dann in einem zweiten Schritt zum sechsgliedrigen Ring erweitert
wird), dann koénnte F601 an der Stabilisierung des dabei entstehenden C-18"-Carbokations
beteiligt sein (siche Abbildung 44; WENDT, 1997; WENDT et al., 1999). Da bei der WT-
SHC mehrere tetracyclische Nebenprodukte mit einem 6/6/6/5-Ringssystem nachgewiesen
wurden, wurde von PALE-GROSDEMANGE et al. (1998) eine solche Ringerweiterung des
D-Rings als Zwischenschritt bei der Hopen-Biosynthese in Betracht gezogen. Schon
vorher wurde vermutet, dall die Bildung des C-Rings bei der Lanosterol-Biosynthese iiber
eine derartige Ringerweiterung verlduft (COREY et al., 1995).

Wie die Analyse der Reaktionsprodukte der F601A-SHC zeigt, hat die Mutation F601A
erstmals zu einer Squalen-Cyclase mit einem deutlich verdndertem Produktspektrum
geflihrt. Wéhrend der Produktanteil von Diplopterol mit 10 % unveréndert blieb, ist der des
Hopens im Vergleich zum WT mit nur noch 44 % fast halbiert worden. Dagegen stieg der
Anteil von 17-Isodammara-20(21),24-dien um das 17,5-fache an, soda3 diese Verbindung
jetzt mit einem Produktanteil von rund 23 % das zweithéufigstes Produkt dieser Mutante
bildet (MERKOFER et al., 1999). Der Anteil der anderen bekannten tetracyclischen
Nebenprodukte erhdhte sich im Vergleich zur WT-SHC ebenfalls um das 3 — 5-fache, blieb
damit jedoch immer unter dem Produktanteil des Diplopterols. Zusétzlich zu den auch

schon von der WT-SHC bekannten tetra- und pentacyclischen Nebenprodukten konnten im
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Produktgemisch der F601 A-SHC noch drei weitere Produkte nachgewiesen werden, deren

Struktur jedoch nicht aufgeklart werden konnte (siche Tabelle 5).

R488
Y420 Hopen

W169

17-Isodammara-
20(21),24-dien

Abbildung 43: Struktur des aktiven Zentrums der SHC beim WT mit einem hineinmodellier-
ten Hopenmolekiil [oben links] sowie die Computersimulation der F601A-Mutation mit ei-
nem Hopenmolekiil [oben rechts] bzw. mit einem 17-Isodamara-20(21),24-dien-Molekiil [un-
ten] im aktiven Zentrum. Beim D-Ring des Hopens sind die Atome C-17 und C-18 bezeichnet.
Beim Modell des Isodammaradiens soll die Lage des tetracyclischen Ringsystems im aktiven Zen-
trum gezeigt werden, wihrend die Struktur der Seitenkette ignoriert werden kann. Da die 3D-
Struktur des Isodammaradiens unabhéngig von der Struktur des aktiven Zentrums der SHC berech-
net wurde (siehe 3.4.4), kommt es bei Einfiigung ins aktive Zentrum zu einer Uberschneidung der
Seitenkette mit der von F605, die deshalb in der unteren Darstellung ausgeblendet wurde. In der
Realitit findet diese Uberschneidung nicht statt, da die Isodammaradien-Seitenkette ihre Struktur
durch ihre Flexibilitit den umgebenden Aminoséduren anpassen kann.

Die erste dieser Verbindungen weist im GC-Chromatogramm mit 5,8 min eine
Retentionszeit auf, die der von y-Polypodatetraen am nichsten kommt, welches bei der
Y420A-Mutante nachgewiesenen wurde (siche unten). Da sich die Massenspektren jedoch
deutlich voneinander unterscheiden, muf} es sich hier um eine andere Verbindung handeln.
Auch von HOSHINO et al. (1999) wurde die F601A-Mutante analysiert und dabei wurde

ebenfalls kein y-Polypodatetraen entdeckt. Dafiir berichten HOSHINO ef al., daB3 von ihnen
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im Produktgemisch dieser Mutante noch die tricyclischen Verbindungen 130(H)- und
13B(H)-Malabaricatrien nachgewiesen werden konnten. Dies steht im Widerspruch zu den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, da hier im Produktgemisch keine neuen
Verbindungen in der von HOSHINO et al. fiir die beiden Malabaricatriene angegebenen
Mengen (8,8 bzw. 5,5 % des gebildeten Hopens) gefunden wurden. So handelt es sich bei
der zweiten unbekannten Verbindung mit einer GC-Retentionszeit von 6,3 min (siche
Tabelle 5) sicher nicht um das 130(H)-Malabaricatrien, da dieses eine kiirzer RT von nur
6,1 min aufweist (siche Abbildung 25 und Tabelle 6). Mit einem Produktanteil nahe der
Nachweisgrenze von nur 0,7 % wird es auch in einer deutlich geringeren Menge gebildet,
als es von HOSHINO et al. (1999) angegeben wird. Ob es sich hier um das 13B(H)-
Malabaricatrien handelt, konnte nicht gekldrt werden, da diese Verbindung fiir
Vergleichsanalysen nicht zur Verfiigung stand.

Die dritte unbekannte Verbindung im Produktgemisch der F601A-SHC (RT = 9,3 min)
wird mit einem Produktanteil von 2,2 % zwar in wesentlich groBerem Umfang gebildet,
doch konnte sie trotzdem fiir eine Strukturanalyse nicht isoliert werden (C. PALE-
GROSDEMANGE, personl. Mitteilung). Da sich die RT dieser Verbindung von der des
13o(H)-Malabaricatriens um iiber drei Minuten unterscheidet und zwischen der des 17-
Isodammara-20(21),24-diens und des Hopens liegt, diirfte es sich auch in diesem Fall
kaum um eine tricyclische Verbindung handeln. Viel wahrscheinlicher liegt hier eine neue
tetra- oder pentacyclische Verbindung vor.

Nach HOSHINO et al. (1999) entspricht das GC-Chromatogramm ihrer F601A-Mutante
dem von MERKOFER et al. (1999) publizierten und auch die Mengenangaben iiber das von
dieser Mutante verstirkt gebildete 17-Isodammara-20(21),24-diens (ca. 50% der
Hopenmenge bzw. ein Produktanteil von 23 %) stimmen mit den hier prisentierten Daten
iiberein. Deshalb ist es unverstindlich, wie es zu den Unterschieden beziiglich des
Nachweises tricyclischer Verbindungen im Produktgemisch der F601A-SHC kommen
kann.

Aus der im Vergleich zur WT-SHC deutlich verstirkten Bildung des 17-Isodammara-
20(21),24-dien und der anderen tetracyclischen Produkte geht hervor, daB3 die Mutation
F601A zu einem verstirkten Abbruch der Cyclisierungsreaktion auf der Stufe
tetracyclischer Verbindungen fiihrt. Dies belegt, dall die Aminosédure F601 entscheidend an
der Bildung des D-Rings bei der Squalen-Cyclisierung beteiligt ist. Da keine Tetracyclen
mit einem 6/6/6/6-Ringsystem isoliert wurden und alle tetracyclischen Produkte aus-

schlieBlich ein 6/6/6/5-Ringsystem aufweisen, zeigt dies, da3 die Cyclisierung des D-Rings



125

sehr wahrscheinlich zuerst zu einem fiinfgliedrigen Ring fiihrt. Ohne Abbruch der Cycli-
sierungsreaktion erfolgt dann erst in einem zweiten Schritt die Erweiterung zum sechs-
gliedrigen D-Ring (siche Abbildung 44), an den sich dann noch die Bildung des E-Rings
zum 6/6/6/6/5-Pentacyclus des Hopens bzw. Diplopterols anschlie3t. Die Ergebnisse deu-
ten darauf hin, dal F601 im aktiven Zentrum durch n-Kation-Wechselwirkungen das bei
einem derartigen Verlauf der Cyclisierungsreaktion vorkommende C-18"-Carbokation sta-
bilisiert. Ein Verlust des nt-Elektronensystems durch den Austausch F601A fiihrt dann na-
tiirlich auch zu einer verminderten Stabilisierung dieses intermedidren Carbokations, wo-
mit sich der verstarkte Abbruch der Cyclisierungsreaktion und damit die verstirkte Bil-

dung der tetracyclischen Produkte erkliart (MERKOFER et al., 1999).

Squalen

Termination der Cyclisie-
rungsreaktion fuhrt zu:

=3  §/6/6-Tricyclen
(als Produkte der SHC
bisher nicht bekannt)

—  6/6/6/5-Tetracyclen
(z.B. 17-Isodammara-
20(21),24-dien)

9 17 /
—_—-  6/6/6/6-Tetracyclen
| (Prohopen A & B)

!

Cyclisierung des E-Rings

Abbildung 44: Ausschnitt aus der Squalen-Cyclisierung wiihrend der Hopen-Biosynthese mit
der Cyclisierung des D-Rings nach der Analyse der Produkte der F601A-SHC-Mutante. Da-
bei erfolgt zuerst ein Ringschlul zu einem fiinfgliedrigen D-Ring mit anschliefender Ringerweite-
rung zum sechsgliedrigen Ring.

Diese Vorstellung wird auch durch die inzwischen vorliegenden Daten zur Funktion der
Aminosdure W169 unterstiitzt, die sich (wie Abbildung 43 zeigt) im aktiven Zentrum in
unmittelbarer Ndhe von F601 befindet. Auch dieses Tryptophan ist so ausgerichtet, daf3 die
Ringflache seiner Seitenkette zum Hohlraum des aktiven Zentrum der SHC weist. Da der
Austausch W169F und W169H ebenfalls zu einer verstirkten Bildung des 17-Isodammara-
20(21),24-diens fiihrt, scheint auch diese Aminosdure an der Stabilisierung des C-18'-
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Carbokations beteiligt zu sein. Dabei fiihrt der Ersatz des grofen Indolrings durch den
kleineren Phenylring durch den Austausch W169F zu eine Reduktion der Enzymaktivitét
auf nur noch 5,2 % der WT-Aktivitét. Ein vollstdndiger Verlust der aromatischen Funktion
durch den Austausch W169H reduziert die Aktivitit noch einmal auf 2,2 % (SATO &
HOSHINO, 1999a). Der zunehmende Verlust des m-Elektronensystems und damit der Féahig-
keit zur Stabilisierung des intermediiren C-18"-Carbokations fiihrt im Gegenzug zu einer
steigenden Menge des produzierten 17-Isodammara-20(21),24-diens: 1,6 % beim WT (sie-
he 3.3.4), 5 % bei W169F und 29 % bei W169H (SATO et al., 1998b).

Aufgrund des von HOSHINO et al. (1999) beschriebenen Vorkommens der tricyclischen
Malabaricatriene im Produktgemisch der F601A-SHC wurde von diesen Autoren auch
postuliert, da F601 nicht nur wie von WENDT et al (1999) angenommen an der
Stabilisierung des C-18"-Carbokations bei der Bildung des D-Rings beteiligt ist, sondern
zusitzlich auch das C-14"-Carbokation stabilisiert. Dieses Carbokation entsteht, wenn auch
der C-Ring zuerst als flinfgliedriger Ring gebildet wird, bevor eine Ringerweiterung zum
sechsgliedrigen Ring fiihrt (siche Abbildung 46; HOSHINO et al., 1999).

Insgesamt ist also festzustellen, dal die erzielten Ergebnisse bei den F601-Mutanten darauf
hindeuten, dal3 die Squalen-Cyclisierung bei der Hopen-Biosynthese nicht in allen Schrit-
ten so verlduft, wie sie in Abbildung 7 gezeigt wurde und deshalb teilweise modifiziert
werden muB (siche 4.7)

AbschlieBend mufl noch erwéhnt werden, dafl im Vergleich zu den Mutanten H451A und
W489A die F601A-SHC eine deutliche hohere Thermostabilitit und mit einem
Squalenumsatz von iiber 90 % bei 50 °C nach 14 Std. auch eine deutlich hohere
Enzymaktivitdt aufweist. Trotz dieser hoheren Thermostabilitdt soll die Mutante nach
HOSHINO & SATO (2002) ein deutlich reduziertes Temperaturoptimum von nur 30 — 45 °C
besitzen. Zwar wurden im Rahmen dieser Arbeit keine Aktivitétstests bei diesen niedrigen
Temperaturen durchgefiihrt, doch lassen sich die erzielten Daten kaum mit denen von
HoSHINO & SATO in Einklang bringen. So betréigt die Aktivitit der F601A-SHC bei ihnen
nach 1 Stunde bei 30 °C 11,9 %. Wie aus Abbildung 29 hevorgeht, wurde in der
vorliegenden Arbeit bei der gleichen Mutante nach einstiindiger Inkubation bei 50 °C
dagegen ein geringfiigig hoherer Umsatz von ca. 15 9% festgestellt. Unter
Optimalbedingungen sollten natiirlich bessere Umsatzraten erzielt werden, als bei einer
Inkubationstemperatur, die 20 °C {iber dem angeblichen Temperaturoptimum dieser
Mutante liegt. Das gegenteilige Ergebnis 14t deshalb Zweifel an den Aussagen von

HOSHINO & SATO zum Temperaturoptimum dieser Mutanten als angebracht erscheinen.
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4.6.4 Y420A-SHC

Als letzte Aminosdure des aktiven Zentrums der SHC wurde Y420 genauer analysiert.
Dieses Tyrosin ist innerhalb der Triterpen-Cyclasen nicht konserviert, jedoch kommt bis
auf zwei Ausnahmen (Methanopyrus und Allium) bei allen bekannten Cyclasen an dieser
Position immer eine aromatische Aminosdure vor (siche Anhang). Bei den Squalen-
Cyclasen besitzen nur die der beiden Alicyclobacillus-Arten und Methanosarcina dieses
Tyrosin. Zusétzlich kommt es bei den Oxidosqualen-Cyclasen bei allen Lanosterol- und
Cycloartenol-Cyclasen vor. Bei den meisten anderen SHC ist an dieser Stelle ein
Phenylalanin zu finden, wéhrend bei Rhodopirellula und Pyrococcus sowie allen restlichen
Oxidosqualen-Cyclasen hier ein Tryptophan vorkommt. Wie die Rontgenstruktur der SHC
zeigt, unterscheidet sich die Anordnung der Tyrosine Y420, Y609 und Y612 von der der
anderen aromatischen Aminosiuren des aktiven Zentrums. Wéhrend diese so ausgerichtet
sind, daB die Ringflachen der aromatischen Seitenketten zum aktiven Zentrum weisen, sind
die Tyrosine so angeordnet, dal sie mit ihrer Hydroxylgruppe dorthin weisen. Damit
erfolgt die Stabilisierung intermedidrer Carbokationen natiirlich auch nicht mehr mit dem
n-Elektronensystem des aromatischen Rings, sondern kann jetzt von den freien
Elektronenpaaren der Hydroxylgruppe iibernommen werden (WENDT et al., 2000).

Uber eine mogliche Funktion von Y420 bei der Cyclisierungsreaktion wurde nach der
Aufkliarung der Rontgenstruktur der SHC von WENDT zunéchst keine Angaben gemacht.
Aus der Position dieser Aminosdure im aktiven Zentrum in der Ndhe von W489 und
oberhalb der von F601 (siche Abbildung 30 & 45) konnte jedoch vermutet werden, daf3
sie moglicherweise einen EinfluB auf die Cyclisierung des B- und/oder C-Rings hat.
Wiéhrend bei den bisher analysierten SHC-Mutanten der Aminoséureaustausch
hauptsichlich zu einem verdnderten Mengenverhéltnis der auch schon vom WT bekannten
Reaktionsprodukte gefiihrt hat, fiihrte die Y420A-Mutation erstmals zu einer SHC, die eine
Reihe neuer Verbindungen in zum Teil erheblicher Menge produziert. Insgesamt konnten
durch GC-Analysen sieben neue Verbindungen nachgewiesen werden (siche Tabelle 6).
Von diesen konnten mit den bicyclischen o- und 7vy-Polypodatetraen sowie dem
tricyclischen 130(H)-Malabaricatrien drei Verbindungen eindeutig identifiziert werden.
Diese Substanzen waren bisher nur aus verschiedenen Farnen bekannt (SHIOJIMA et al.,
1983; MASUDA et al., 1989) und konnten damit erstmals als Produkte der SHC
nachgewiesen werden (PALE-GROSDEMANGE et al., 1999). Mit einem Produktanteil von 8,7
bzw. 5,4 % sind o- und y-Polypodatetraen nach Hopen die am meisten gebildeten Produkte

dieser Cyclase und tibertreffen damit noch die Menge des gebildeten Diplopterols oder des
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17-Isodammara-20(21),24-diens. SATO et al. (2002) geben dagegen fiir die beiden
bicyclischen Verbindungen mit 16,8 und 6,9 % Produktanteil wesentlich hohere Werte an.
Daneben soll die Y420A-SHC auch nur Hopen, Diplopterol und Malabaricatrien
produzieren, wihrend das GC-Chromatogramm (siche Abbildung 25 und Tabelle 6)
eindeutig zeigt, dall eine Reihe weiterer Verbindungen im Produktgemisch dieser Cyclase
vorkommen. Werden bei der Berechnung des Produktanteils der beiden Polypodatetraene
dagegen nur die von SATO et al. angegebenen Produkte beriicksichtigt, dann fiihrt dies zu
hoheren Produktanteilen, die mit den von SATO et al. genannten Werten vergleichbar sind.
Die vier anderen neuen Produkte wurden von PALE-GROSDEMANGE und ROHMER leider

nicht isoliert und identifiziert, obwohl drei dieser Verbindungen mit einem Produktanteil

von = 2 % in groflerer Menge als das identifizierte Malabaricatrien vorlagen.

Y420
W312 HZO\W495

1

o-Polypodatetraen ‘{ \:3 ) W,V 130(H)-Malabaricatrien

Abbildung 45: Struktur des aktiven Zentrums der SHC beim WT mit einem hineinmodellier-
ten Hopenmolekiil [oben links] sowie der Computersimulation der Y420A-Mutation mit Ho-
pen [oben rechts], mit a-Polypodatetraen [unten links] bzw. 130(H)-Malabaricatrien [unten
rechts] im aktiven Zentrum. Beim Hopen ist nur ein Teil des D-Rings sichtbar. Fiir die Struktur
der Seitenketten von o-Polypodatetraen und 13ou(H)-Malabaricatrien gelten die gleichen Ein-
schrinkungen wie fiir das 17-Isodammara-20(21),24-dien in Abbildung 43.
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Auch fiir diese Aminosdure liegen inzwischen die Ergebnisse weiterer Mutagenese-
experimente vor. So konnen bei der Y420G-SHC neben Hopen und Diplopterol ebenfalls
o~ und y-Polypodatetraen sowie 130(H)-Malabaricatrien nachgewiesen werden, wobei das
a-Polypodatetraen in noch groBerem Umfang als von der Y420A-Mutante gebildet wird.
Auch bei den Mutanten Y420F und Y420D konnen diese bi- und pentacyclischen Produkte
nachgewiesen werden, jedoch entféllt hier die Bildung des tricyclischen Malabaricatriens
(FULL, 2001a; SATO et al., 2002). Das gleiche gilt fiir die Mutanten Y420H und Y420W,
bei denen dafiir mit Neoachilla-3,9,17,21-pentaen und 3-Deoxyachilleol zwei monocycli-
sche Triterpene im Produktgemisch nachgewiesen werden konnten (SATO et al., 2002).
Wie die Analyse der Produkte der verschiedenen Y420-Mutanten gezeigt hat, fiihrt ein
Austausch dieser Aminosdure zu einer verstirkten Bildung mono-, bi- und tricyclischer
Produkte. Demnach beeinflult Y420 die Bildung des A-, B- und C-Rings. Da von den
neuen Nebenprodukten die beiden bicyclischen Polypodatetraene neben Hopen am
haufigsten gebildet werden, wirkt sich der Aminosdureaustausch am stirksten auf die
Bildung des B-Rings aus. Als wichtigste Funktion von Y420 kann deshalb die
Stabilisierung des dabei auftretenden C-8 -Carbokations angenommen werden (PALE-
GROSDEMANGE et al., 1999; WENDT et al., 2000; SATO et al., 2002). Wie der Nachweis
monocyclischer Produkte zeigt, ist Y420 daneben aber auch an der Stabilisierung des
C-10"-Carbokations bei der Bildung des A-Rings beteiligt.

Das tricyclische 130(H)-Malabaricatrien weist ein 6/6/5-Ringsystem auf, dagegen konnte
ein Produkt mit einem 6/6/6-Ringsystem nicht nachgewiesen werden. Demnach kann — wie
fiir den D-Ring — auch fiir den C-Ring angenommen werden, da3 die Cyclisierung zuerst
zu einem flinfgliedrigen Ring fiihrt, der dann in einem weiteren Reaktionsschritt eine
Ringerweiterung zum sechsgliedrigen Ring erfdhrt. Damit scheint Y420 auch an der
Stabilisierung des C-14"-Carbokations beteiligt zu sein (siche Abbildung 46). Wie schon
erwéhnt, wurde schon von COREY ef al. (1995) ein derartiger Verlauf der C-Ringbildung
fiir die Lanosterol-Biosynthese gefordert. Diese Ergebnisse deuten also darauf hin, daf3 die
Squalen-Cyclisierung auch in diesem Schritt von den bisherigen Vorstellungen abweicht,
wie sie in Abbildung 7 gezeigt wurden und entsprechende Modifikationen notwendig
macht (siehe 4.7).

Nimmt man fiir die Hopen-Biosynthese ein tricyclisches 6/6/5-Zwischenprodukt an, so
mulB fiir dieses eine 13(H)-Konfiguration gefordert werden (SATO et al., 2002). Das von
der Y420A- und Y420G-Mutante gebildete Malabaricatrien weist jedoch eine 130/(H)-

Konfiguration auf. Dies zeigt, dal durch den Austausch von Y420 gegen die wesentlich
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kleineren Aminosduren Alanin oder Glycin das aktive Zentrum so erweitert wird, daf das
Substrat eine andere Faltung einnehmen kann, die dann im Cyclisierungsprodukt zu der
verdnderten Konfiguration der Seitenkette fiihrt. Ein Austausch von Y420 gegen Aspartat,
Histidin, Phenylalanin oder Tryptophan, die alle groBere Seitenketten als Alanin oder
Glycin aufweisen, fiihrt dagegen zu keiner derartigen Erweiterung des aktiven Zentrums
der SHC. Damit wird eine andere Faltung des Squalens unterbunden, weshalb von den
Mutanten Y420D, Y420F, Y420H und Y420W auch kein 130(H)-Malabaricatrien gebildet
wird (SATO et al., 2002). Damit wird deutlich, daB3 Y420 nicht nur eine Rolle bei der
Stabilisierung intermedidrer Carbokationen spielt, sondern auch fiir die korrekte Faltung

des Squalens im aktiven Zentrum verantwortlich ist.

Squalen Termination der Cyclisie-

‘ rungsreaktion fuhrt zu:

6-Monocyclen
(z.B. 3-Deoxyachilleol)

6/6-Bicyclen
(o, y-Polypodatetraen)

6/6/5-Tricyclus
(130(H)-Malabricatrien)

6/6/6-Tricyclen
(als Produkte der SHC
bisher nicht bekannt)

Cyclisierung des D-Rings
(siehe Abbildung 44)

Abbildung 46: Ausschnitt aus der Squalen-Cyclisierung wiithrend der Hopen-Biosynthese mit
der Cyclisierung des A-, B- und C-Rings nach der Analyse der Produkte der F420-Mutanten.
Wihrend die Cyclisierung des A- und B-Rings gleich zu sechsgliedrigen Cyclen flihrt, liefert der
Ringschluf des C-Rings zuerst einen flinfgliedrigen Ring, auf den dann eine Ringerweiterung folgt.
Die weitere Cyclisierung erfolgt dann wie in Abbildung 44 gezeigt.
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Fiir die Analyse der Enzymaktivitit der SHC-Mutanten wurde bei H451A und W489A
durch Anionenaustauschchromatographie angereicherte Cyclase verwendet. Die reduzierte
Thermostabilitit hat jedoch zu einer im Vergleich zur WT-SHC deutlich héheren Verun-
reinigung durch andere Proteine gefiihrt. Um den Zeitverlust durch eine Optimierung der
Proteinreinigung fiir jede weitere Mutante zu vermeiden, wurde bei Y420A und F601A auf
eine Proteinreinigung ganz verzichtet und fiir die Aktivititsbestimmungen Rohextrakte
verwendet (siehe 3.3.2 und 3.3.4). Dadurch konnten natiirlich keine Angaben zur Enzym-
kinetik der Mutanten gemacht werden. Der Nachweis verschiedener neuer Cyclisie-
rungsprodukte zeigt jedoch, dall trotz dieser Einschrinkung eine Reihe interessanter Er-
kenntnisse erzielt werden konnten, die insgesamt zu einem besseren Verstindig des Cycli-

sierungsmechanismus der SHC beigetragen haben.

4.7 Neues Modell fiir den Reaktionsmechanismus der SHC und
Ausblick

Bisher waren mit den bekannten tetra- und pentacyclischen Verbindungen (PALE-
GROSDEMANGE et al., 1998) nur Produkte der letzten Reaktionsschritte der Squalen-
Cyclisierung bekannt. Neben den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen bi- und tricyc-
lischen Produkten der SHC wurden bei anderen Mutanten weiteren neue Verbindungen
nachgewiesen, zu denen verschiedene Monocyclen (SATO & Hoshino, 1999b; SATO et al.,
2002), tricyclische Podiodatriene (HOSHINO & SATO, 1999; HOSHINO ef al., 2000b; SATO &
HosHINO, 2001) und Prohopene mit einem tetracyclischen 6/6/6/6-Ringsystem (HOSHINO
et al., 2000a) gehoren. Damit liegen jetzt auch Hinweise fiir die friihen Zwischenstufen der
Squalen-Cyclisierung vor. Wie schon erwéhnt, deutet zudem der Nachweis von 6/6/5- statt
6/6/6-Tricyclen und 6/6/6/5- statt 6/6/6/6-Tetracyclen im Produktgemisch der SHC-
Mutanten darauf hin, dal die Cyclisierung des C- und D-Rings entgegen der bisherigen
Vorstellungen zuerst zu fiinfgliedrigen Ringen fiihrt, die danach zu sechsgliedrigen Ringen
erweitert werden. Nach all diesen Ergebnissen kann der Verlauf der Squalen-Cyclisierung
jetzt in den folgenden acht Reaktionsschritten unterteilt werden:

Protonierung der terminalen Squalendoppelbindung und 1. Cyclisierung des A-Rings.
Zweite Cyclisierung des B-Rings — 6/6-Bicyclus

Dritte Cyclisierung des C-Rings — 6/6/5-Tricyclus

Erste Ringerweiterung zum 6/6/6-Tricyclus

Vierte Cyclisierung des D-Rings — 6/6/6/5-Tetracyclus (17-Isodammarenyl-Kation)
Zweite Ringerweiterung zum 6/6/6/6-Tetracyclus (Prohopanyl-Kation)

Fiinfte Cyclisierung des E-Rings — 6/6/6/6/5-Pentacyclus (Hopanyl-Kation)

® N n bk WD =

Termination durch Deprotonierung — Hopen
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Damit muf3 die in Abbildung 7 gezeigte Vorstellung iiber den Ablauf der Squalen-
Cyclisierung teilweise modifiziert bzw. in anderen Teilen erheblich erweitert werden. Die-
se iliberarbeitete Version verdeutlicht den in den letzten Jahren erreichten Fortschritt beim

Verstindnis des Reaktionsmechanismus der SHC (siche Abbildung 47).

Neoachilla-3,9,13,17,21-pentaen

Polypoda-8(26),13,17,21-tetraen
(a-Polypodatetraen)

Polypoda-7,13,17,21-tetraen
(y-Polypodatetraen)

o
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Neopolypodatetraen A
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13B(H)-Malabarica-14(27),17,21-trien

Podioda-7,17,21-trien

=

Podioda-8,17,21-trien
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% 17-Isodammarenyl-Kation

Y

Eupha-7,24-dien
Dammara-13(17),24-dien,
17-lsodammara-12,24-dien
(siehe Abbildung 7)

Dammara-20(21),24-dien

17-Isodammara-20(21),24-dien

Prohopanyl-Kation

Prohopen B

=

Prohopen A

Hopanyl-Kation
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% Hop-17(21)-en

Abbildung 47: Reaktionsmechanismus der Squalen-Cyclisierung durch die Squalen-Hopen-
Cyclase. Bis auf Fern-8-en, ein Produkt der SHC von Zymomonas mobilis (DOUKA et al., 2001),
werden alle anderen Produkte vom Wildtyp oder einer der Mutanten der SHC von Alicyclobacillus
acidocaldarius produziert, die in dieser Arbeit vorgestellt wurden oder in der Arbeitsgruppe von T.
HosHINO (Niigata University, Japan) konstruiert wurden. Die Positionen der intermediéren Carbo-
kationen sind unter Verwendung der Atomnumerierung im Hopenmolekiil angegeben. Protonen
sind zwecks besser Ubersichtlichkeit nur bei einigen Reaktionsschritten mit Hydridverschiebungen
angezeigt. Ebenfalls ist die inzwischen bekannte Termination auf der Stufe des 17-Isodammarenyl-
Kations durch OH ™ Anlagerung nicht gezeigt, die zum 21-Hydroxy-17-isodammara-24-en fiihrt.

Von den in Abbildung 47 gezeigten Produkten der Squalen-Cyclisierung konnen die erst-
mals bei der Y420A-Mutante identifizierten Verbindungen o~ und y-Polypodatetraen so-
wie 130(H)-Malabaricatrien durch GC- und GC/MS-Analysen auch in sehr geringer Men-

ge im Produktgemisch der WT-SHC von Alicyclobacillus acidocaldarius nachgewiesen

werden (siehe 3.3.4). Zusammen mit den von PALE-GROSDEMANGE et al. (1998) charakte-
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risierten Verbindungen sind damit aber noch immer nicht alle Produkte dieses Enzyms
bekannt, da sich im Produktgemisch der WT-SHC mehr als ein Dutzend Squalenderivate
massenspektrometrisch nachweisen lassen (FEIL, 1997). Von den anderen Verbindungen in
Abbildung 47 sind Hop-21-en, Hop-17(21)-en, Neohop-12-en und Fern-8-en bekannte
Produkte der WT-SHC von Zymomonas mobilis ATCC 10988 (DOUKA et al., 2001). Aus
diesem Grund ist es sehr wahrscheinlich, dall noch andere der bisher nicht charakterisierten
Produkte der WT-SHC von A. acidocaldarius mit den in Abbildung 47 gezeigten Verbin-
dungen identisch sind. Diese Befunde deuten darauf hin, daf3 sich die bei den verschiede-
nen SHC-Mutanten gefundenen Produkte von Intermediaten der normalen Squalen-
Cyclisierungsreaktion ableiten lassen, die durch einen mutationsbedingten vorzeitigen
Reaktionsabbruch entstehen. Sie sind damit sicher keine Artefakte einer durch diese Muta-
tionen vollig entarteten Cyclisierungsreaktion und erlauben deshalb Riickschliisse auf den
natiirlichen Reaktionsmechanismus dieser Cyclase.

Bei der bisherigen Vorstellung des Reaktionsmechanismus der SHC war die Cyclisierung
des C- und D-Rings erkldarungsbediirftig, da beide in Form einer Anti-Markovnikov-
Addition erfolgen, die im Gegensatz zu den anderen Cyclisierungsschritten zu thermo-
dynamisch ungiinstigeren sekunddren Kationen fiihrt (siche Abbildung 7). Eine Cyclisie-
rungsreaktion, die dagegen iiber fiinfgliedrige Zwischenstufen verlauft, vermeidet dieses
Problem, da dann in beiden Féllen der RingschluBl zu den thermodynamisch giinstigeren
tertiiren Carbokationen C-14" (C-Ring) und C-18" (D-Ring) fiihrt. Auch dies spricht dafiir,
daf} der in Abbildung 47 gezeigte Reaktionsmechanismus die tatsdchlichen Gegebenheiten
widerspiegelt.

Fiir einen solchen Reaktionsmechanismus spricht auch der Befund, dall von den verschie-
denen bekannten Squalenderivaten vor allem das 17-Isodammara-20(21),24-dien von vie-
len SHC-Mutanten verstirkt produziert wird (diese Arbeit; SATO et al., 1998b; HOSHINO et
al., 1999; HOSHINO et al., 2000b; FULL & PORALLA, 2000; SCHMITZ et al., 2001). Da nach
dem modifizierten Reaktionsmechanismus das 17-Isodammarenyl-Kation ein zentrales
Zwischenprodukt der Cyclisierungsreaktion ist, wird leicht klar, warum eine Termination
durch Deprotonierung auf der Stufe dieses intermedidren Kations zu der verstirkten Bil-
dung von 17-Isodammara-20(21),24-dien fiihrt. Im Gegensatz dazu ist nach der bisherigen
Vorstellung das 17-Isodammara-20(21),24-dien nur das Endprodukt einer Nebenreaktion,
die nach der Bildung eines 6/6/6-Tricycluses vom normalen Reaktionsweg abzweigt (siche
Abbildung 7) und es bleibt offen, warum die verschiedenen Mutationen ausgerechnet die-

se Nebenreaktion derartig begiinstigen sollten.
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Bisher sind ausschlieSlich monocyclische (6a-Hydroxyachillatetraen; SATO et al., 2002),
tetracyclische (21-Hydroxy-17-isodammar-24-en; HOSHINO et al., 2000b; in Abbildung 47
nicht gezeigt) oder pentacyclische (Diplopterol) hydroxylierte Cyclisierungsprodukte der
SHC bekannt, wahrend hydroxylierte Bi- und Tricyclen unbekannt sind. Dies bedeutet, daf3
ein Abbruch der Cyclisierungsreaktion durch Wassermolekiile nur im oberen und unteren
Bereich des aktiven Zentrums mdglich ist, wo in der Kristallstruktur auch tatsdchlich Was-
sermolekiile gefunden wurden. Im zentralen Bereich des aktiven Zentrums, wo die Cycli-
sierung des B- und C-Rings stattfinden, wird der Wasserzutritt dagegen durch die zahlrei-
chen hydrophoben Aminosduren verhindert, die damit die intermedidren Carbokationen
stabilisieren und einen Abbruch der Cyclisierung verhindern (DOUGHERTY, 1996; WENDT
et al., 1997; WENDT et al., 2000).

Bei keiner der SHC-Mutanten fiihrt ein Aminosadureaustausch zu einem vollstindigen Ab-
bruch der Cyclisierungsreaktion auf der Stufe mono-, bi-, tri- oder tetracyclischer Verbin-
dungen. Demnach ist keine Aminosiure des aktiven Zentrums ausschlieflich fiir die Stabi-
lisierung eines der intermedidren Carbokationen verantwortlich, sondern diese Aufgabe
wird immer von mehreren iibernommen und somit kann der Ausfall einer Aminoséuren
haufig kompensiert werden. Da die bisherigen Ergebnisse mit Doppel- und Mehrfachmu-
tanten keinem einheitlichen Schema folgen (ScumiTz, 2000; FULL, 2001a), erscheint es
fraglich, ob damit die Interaktionen dieser Aminoséuren aufgeklédrt werden konnen.

In den letzten Jahren haben mehrere Arbeitsgruppen versucht, den Verlauf der Squalen-
Cyclisierung durch verschiedene Computersimulationen aufzukldren. Die dabei erzielten
Ergebnisse stehen zum Teil im deutlichen Widerspruch zu der oben beschriebenen Inter-
pretation der Ergebnisse der Mutagenesestudien, weshalb von diesen Autoren auch ein von
Abbildung 47 abweichender Verlauf der Cyclisierungsreaktion angenommen wird. Nach
den Berechnungen von RAJAMANI & GAO (2003) erfolgt die Squalen-Protonierung und die
Bildung des A-Rings konzertiert. Der niachste Cyclisierungsschritt zum B-Ring erfordert
nur eine geringe Aktivierungsenergie von 3,9 kcal x mol”, weshalb diese Cyclisierung
schnell erfolgt. Das monocyclische Intermediat hat deshalb nur eine kurze Lebensdauer,
was auch die geringe Konzentration der bisher bekannten monocyclischen Endprodukte
erkldrt. Vom bicyclischen C-8'-Kation sind dann drei Folgereaktionen mogliche, die direkt
zu 6/6/5- bzw. 6/6/6/5- bzw. 6/6/6/6/5-cyclischen Endprodukten fiihren. Ohne Ringerwei-
terungsschritte sollen tetra- und pentacyclische Produkte demnach durch konzertierte Cyc-
lisierungen des C- und D-Rings bzw. des C-, D- und E-Rings entstehen. Durch eine etwas

geringere Aktivierungsenergieschwelle ist die Bildung pentacyclischer Endprodukte ge-
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geniiber tetracyclischen Produkte beglinstigt. Nach RAJAMANI & GAO sind 6/6/6/5-
Tetracyclen auch keine Vorstufen der pentacyclischen Endprodukte, da diese Umwandlung
nach ihren Berechnungen eine Aktivierungsenergie von 27,8 kcal x mol™ erfordert, wih-
rend sie bei der direkten Umwandlung des 6/6-Zwischenprodukts zum 6/6/6/6/5-
Endprodukt mit 9,1 kcal x mol™ dreimal kleiner ist.

Zu ganz anderen Ergebnissen als RAJAMANI & GAO kommen dagegen HESS et al.. Dem-
nach erfolgt die Cyclisierung des A- und des B-Rings in einer konzertierten Reaktion ohne
monocyclisches Zwischenprodukt (HESS, 2004; HESS & SMENTEK, 2004). Bei der Lano-
sterol-Cyclase soll zusdtzlich noch der C-Ring in dieser konzertierten Reaktion gebildet
werden (HESS, 2003). Die durch Kristallisation aufgekléarte Struktur des aktiven Zentrums
der SHC mit dem Squalenalanlogon 2-Azasqualen (REINERT et al., 2004) soll ebenfalls auf
eine derartige konzertierte Cyclisierung von A- und B-Ring hindeuten. Die unterschiedli-
chen und zum Teil widerspriichlichen Ergebnisse dieser verschiedenen Computersimula-
tionen, die nur schwer mit den Ergebnissen der Mutageneseexperimenten in Ubereinstim-
mung zu bringen sind, lassen es fragwiirdig erscheinen, ob die bisher verwendeten mathe-
matischen Modelle fiir eine vollstindigen Erkldrung der Cyclisierungsreaktion geeignet
sind.

In den letzten Jahren sind nahezu alle Aminosiuren des aktiven Zentrums mutiert worden,
die die Cyclisierungsreaktion von der Initiation bis zum letzten Cyclisierungsschritt beein-
flussen konnen. Zuletzt wurden noch die Aminosduren néher analysiert, die fiir die Termi-
nation durch Deprotonierung der Z-Methyl-Gruppe an der terminalen Doppelbindung des
Substrats verantwortlich sind (SATO et al., 2004; HOSHINO et al., 2004a). Auch wurde die
Substratspezifitdt der SHC mit verschiedenen Substraten getestet (HOSHINO et al., 2004b;
NAKANO et al., 2004) und die Auswirkungen von Mutationen bei Aminoséuren des Kanals
von der Enzymoberfldche ins aktive Zentrum analysiert (SATO et al., 2004). Dies diirfte
dazu fiihren, daB3 in absehbarer Zeit der Reaktionsmechanismus dieses Enzyms vollstindig
aufgeklart sein wird. Weiter unklar ist jedoch noch immer, wie die Freisetzung der Cycli-
sierungsprodukte aus dem aktiven Zentrum der SHC erfolgt.

Nach der Freisetzung aus dem aktiven Zentrum der Cyclase wird die Seitenkette des
Hopens noch verldngert und modifiziert (siche Abbildung 1). Genauere Details dieser
Reaktionsschritte sind jedoch noch weitestgehend unbekannt, da keines der an diesen
Reaktionen beteiligten Enzyme bisher isoliert und ndher charakterisiert wurde. Inzwischen
ist jedoch von einigen Prokaryoten bekannt, daf bei ihnen das SHC-Gen in einem Operon

zusammen mit anderen Genen vorkommt, die moglicherweise fiir den weiteren Hopen-
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Metabolismus verantwortlich sind. Wihrend die bei Bradyrhizobium japonicum (PERZL,
1996; PERZL et al., 1997, 1998) und bei Methylococcus capsulatus (TIPPELT, 1997;
TIPPELT et al., 1998) entdeckten Hopanoid-Operons nur wenige Gene umfassen, konnte bei
der Genomsequenzierung von Streptomyces coelicolor ein wesentlich groferes Operon
entdeckt werden, das aus 13 offenen Leserastern besteht. Bei einigen dieser Sequenzen
kann aufgrund von Sequenzéhnlichkeiten mit schon bekannten Enzymen eine Funktion im
Isoprenoid- und Hopanoid-Metabolismus angenommen werden kann (PORALLA et al.,
2000). Fiir eine vollstindige Kldarung dieses Hopanoid-Stoffwechsels miissen jedoch noch
zahlreiche Details geklart werden. Es kann jedoch damit gerechnet werden, daf3 auch die
stindig zunehmende Zahl vollstindig bekannter prokaryotischer Genome zu neuen Er-
kenntnisse liber die Regulation der SHC und ihre Einbindung in den bakteriellen (Triter-
pen-) Stoffwechsel fiihrt und somit ein besseres Verstindnis des Hopanoid-Metabolismus

ermoglichen wird.
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5. Zusammenfassung

Die Squalen-Hopen-Cyclase (SHC) von Alicyclobacillus acidocaldarius katalysiert mit der
Cyclisierung des linearen Squalens zum pentacyclischen Hopen eine der komplexesten
Einschrittreaktionen, die bisher bekannt sind. Obwohl diese SHC die am besten unter-
suchte Triterpen-Cyclase darstellt, sind bisher noch viele Details des Reaktionsmechanis-
mus ungeklirt. Die vorliegende Arbeit sollte molekularbiologische Erkenntnisse iiber die
SHC liefern, die ein besseres Verstdndnis der Funktion dieses Enzyms ermdglichen.

Zu Beginn der Arbeit konnte durch eine teilweise Neusequenzierung des SHC-Gens ein
Fehler der bisherigen Aminoséduresequenz korrigiert werden. Durch diese Sequenzkorrek-
turen weist die SHC im N-terminalen Bereich eine vollstindig verdnderte Sequenz von 163
Aminoséduren auf, die jetzt mit der von anderen Squalen-Cyclasen besser iibereinstimmt.
Die neue Sequenz konnte auch durch die N-terminale Ansequenzierung eines Proteinfrag-
ments der SHC nach tryptischen Verdau bestitigt werden.

Die korrigierte Sequenz wurde in einem Alignment mit nahezu allen gegenwirtig bekann-
ten pro- und eukaryotischen Triterpen-Cyclasen verglichen, was interessante Einblicke in
die Evolution dieser Enzyme ermdoglicht. Verschiedene Aspekte wie Entwicklungen der
SHC in der Evolution unterschiedlicher Bakteriengruppen sowie Trends bei der Evolution
der verschiedenen Oxidosqualen-Cyclasen aus ihren prokaryotischen SHC-Vorldufern
wurden analysiert und diskutiert.

Eine von verschiedenen Autoren postulierte Dimerbildung der SHC konnte durch Mole-
kulargewichtsbestimmung mit Hilfe der Gelfiltrationschromatographie bzw. FPLC nicht
bestétigt werden. Damit bleibt ungeklért, ob in vitro (und damit auch in vivo) die SHC als
Dimer vorliegt und ob diese Dimerisierung gegebenenfalls von Bedeutung fiir die Enzym-
aktivitét ist.

Von den N- und C-terminalen Deletionsmutanten zur Bestimmung der minimalen aktiven
EnzymgroBe konnte nur die DeIN1-Mutante mit der Deletion der ersten sechs Aminosdu-
ren erfolgreich getestet werden, die sich jedoch kaum von der Aktivitit des WT-Enzyms
unterschied. Der Miflerfolg bei groBBeren Deletionen sowie Erkenntnisse aus der Rontgen-
strukturanalyse der SHC deuten darauf hin, daB3 bei der SHC kaum terminale Aminoséduren
deletiert werden konnen, da diese Bestandteil von Proteinsekundérstrukturen sind, die fiir
die Stabilitdt des Enzyms von Bedeutung sind.

Die erfolgreiche Aufkldrung der Rontgenstruktur der SHC (WENDT et al., 1997) ermog-

lichte schlieBlich die gezielte Mutagenese von Aminosduren des aktiven Zentrums, wobei
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ausgewdhlte Aminosduren durch Alanin ersetzt wurden. Die Analyse der durch die Mutati-
on verdnderten Reaktionsprodukte ermodglichte Riickschliisse auf die Funktion dieser Ami-
nosduren fiir den Cyclisierungsmechanismus.

H451: Die postulierte Unterstiitzung von D376 durch H451 bei der Squalen-Protonierung
und damit der Initiation der Cyclisierungsreaktion konnte durch die deutliche Reduktion
der Enzymaktivitidt der H451A-Mutation belegt werden. Die Restaktivitit dieser Mutante
belegt jedoch auch, daB3 H451 nicht essentiell fiir die SHC-Aktivitét ist.

W489: Die deutliche Reduktion der Enzymaktivitit durch diese Mutation ist ein Hinweis
auf die Bedeutung dieser Aminoséure fiir die Enzymaktivitdt, die zu den am stérksten kon-
servierten Aminosduren der bisher bekannten Triterpen-Cyclasen gehdrt. Die postulierte
Stabilisierung des C-10"-Carbokations bei der Bildung des A-Rings konnte jedoch nicht
belegt werden, da keine monocyclischen Abbruchprodukte nachgewiesen werden konnten.
Die genaue Funktion von W489 bei der Cyclisierungsreaktion bleibt damit ungeklart.
F601: Mit der F601A-SHC wurde erstmals bei einer SHC-Mutante eine deutliche Verén-
derung des Produktspektrums erreicht. Das nach Hopen zweithdufigste Produkt dieser
Cyclase konnte als 17-Isodammara-20(21),24-dien identifiziert werden. Die im Vergleich
zum WT bei dieser Mutante um das 17,5-fache verstarkte Produktion dieser tetracyclischen
Verbindung belegt die Stabilisierungsfunktion dieser Aminosdure fiir das C-18'-
Carbokation bei der Bildung des D-Rings.

Y420: Mit der Y420A-Mutation wurde erstmals bei einer SHC die Bildung neuer Produkte
in erheblichen Umfang erreicht. Davon konnten die beiden bicyclischen Verbindungen o-
und y-Polypodatetraen sowie das tricyclische 130(H)-Malabaricatrien identifiziert werden.
Alle drei Verbindungen sind bisher nur aus Farnen, nicht jedoch aus Bakterien bekannt
gewesen. Nach den schon lédnger bekannten tetracyclischen Nebenprodukten der SHC
konnten damit erstmals auch Belege fiir friihere Reaktionsschritte der Squalen-
Cyclisierung gefunden werden. Diese Produkte belegen die Bedeutung von Y420 fiir die
Stabilisierung des C-8"- und C-14"-Carbokations bei der Bildung des B- und C-Rings.

Die 6/6/5-Ringstruktur des 130(H)-Malabaricatriens und die 6/6/6/5-Ringstruktur des 17-
Isodammara-20(21),24-diens deuten darauf hin, daf die Cyclisierung zum C- bzw. D-Ring
zuerst zu fiinfgliedrigen Intermediaten fiihrt, die dann in einem zweiten Reaktionsschritt zu
sechsgliedrigen Ringen erweitert werden. Die Ergebnisse ermdglichen deshalb eine Modi-
fikation der bisherigen Vorstellungen iiber den Ablauf der Cyclisierungsreaktion durch die

Squalen-Hopen-Cyclase von Alicyclobacillus acidocaldarius.
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6. Anhang

Fiir das Alignment der pro- und eukaryotischen Triterpen-Cyclasen wurden die bis Ende
2003 verfiigbaren Sequenzen aus den nachfolgend aufgelisteten Organismen verwendet.
Im Alignment (siehe unten) sowie im Dendrogramm (siche Abbildung 34) sind die einzel-

nen Sequenzen unter der vor dem jeweiligen Organismenname aufgefiihrten Nummer zu

finden. Bei den in der GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/index.html) hin-

terlegten Sequenzen ist die dazugehorende GenBank Accession Nummer angegeben. Die

Sequenzen [33, 34] stammen dagegen aus der TIGR-Datenbank (http://www.tigr.org)). Zu-

sétzlich sind bei allen Sequenzen die Anzahl der Aminosduren und Literaturangaben (so-
weit vorhanden) aufgefiihrt. Die Zuordnung einer Sequenz zu einer der verschiedenen
Gruppen von Triterpen-Cyclasen erfolgte in der Regel nach den entsprechenden Angaben
des jeweiligen Datenbankeintrags. In einigen Féllen wurde fiir die Zuordnung die Position
der betroffenen Sequenz im Dendrogramm (siche Abbildung 34) verwendet.

Mit Zahlen iiber dem Alignment sind zur besseren Orientierung die Aminosdure-
Positionen in der Sequenz von Alicyclobacillus acidocaldarius [01] angegeben. Zusétzlich
sind dort auch die Positionen der im Rahmen dieser Arbeit mutierten Aminosduren des
aktiven Zentrums dieser Cyclase (gelb), die QW-Motive (blau) sowie das aspartatreiche
Sequenzmotiv (griin) markiert. Bei letzterem ist die Konsensussequenz der Squalen-

Hopen-Cyclasen angegeben.

Squalen-Hopen-Cyclasen:

[01]: Alicyclobacillus acidocaldarius (P33247 / 631 / OCHS, 1990, OCHS ef al., 1992)
[02]: Alicyclobacillus acidoterrestris (S58163 /634 / CHOI, 1995)

[03]: Streptomyces coelicolor A3 (2) (NP_630836 / 680 / BENTLEY et al., 2002)

[04]: Streptomyces avermitilis MA-4680 (NP_822826 / 666 / IKEDA et al., 2003)

[05]: Nostoc (Anabaena) sp. PCC 7120 (NP_484818 / 637 / KANEKO et al., 2001)
[06]: Nostoc punctiforme (ZP_00108569 / 638 / —)

[07]: Thermosynechococcus elongatus BP-1 (NP_683099 / 642 / NAKAMURA et al., 2002)
[08]: Trichodesmium erythraeum IMS 101 (ZP_00071472 /632 / —)

[09]: Gloeobacter violaceus PCC 7421 (NP 927003 / 637 / NAKAMURA et al., 2003)
[10]: Synechocystis sp. PCC 6803 (NP 441298 / 647 / KANEKO et al., 1996)

[11]: Bacillus subtilis subtilis 168 (CAB18324 /632 / KUNST et al., 1997)

[12]: Bacillus anthracis Ames (NP_845882 /617 / READ et al., 2003)

[13]: Bacillus cereus ATCC 14579 (NP_833290/ 617 / IVANOVA et al., 2003)

[14]: Bradyrhizobium japonicum (CAA60250 /660 / PERZL, 1996, PERZL et al., 1997)
[15]: Rhodopseudomonos palustris (CAA71101 /654 / RAHN, 1996)

[16]: Rhizobium sp. NGR 234 (NP_443761 / 647 / FREIBERG et al., 1997)

[17]: Magnetospirillum magnetotacticum (ZP_00052068 / 693 / —)

[18]: Burkholderia fungorum (ZP_ 00030945 /678 / —)

[19]: Ralstonia metallidurans (ZP_00021187 /669 / —)

[20]: Zymomonas mobilis (S37494 / 658 / REIPEN et al., 1995)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/index.html
http://www.tigr.org/
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[21]: Rhodospirillum rubrum (ZP_ 00013064 / 660/ —)

[22]: Nitrosomonas europaea ATCC 19718 (NP_841225 /666 / CHAN et al., 2003)

[23]: Methylococcus capsulatus Bath (T45142 / 654 / TIPPELT, 1997, TIPPELT et al., 1998)
[24]: Azotobacter vinelandii (ZP_00089879 / 664 / —)

[25]: Geobacter metallireducens (ZP_00080501 /730 /—)

[26]: Geobacter sulfurreducens PCA (NP_954103 / 730 / METHE et al., 2003)

[27]: Desulfitobacterium hafniense (ZP_00098597 /529 / —)

[28]: Rhodopirellula baltica (= Pirellula sp. 1/ NP_866975/661 / GLOCKNER et al., 2003)
[29]: Methanosarcina acetivorans C2A (NP_618075 /412 / GALAGAN et al., 2002)

[30]: Pyrococcus abyssi (CAB49729 / 690 / COHEN et al., 2003)

[31]: Methanopyrus kandleri AV19 (NP_614816 /558 / SLESAREV et al., 2002)

[32]: Magnaporthe grisea 70-15 (EAA49134 /683 /—)

Oxidosqualen-Lanosterol-Cyclasen:

[33]: Gemmata obscuriglobus (— / 642 / PEARSON et al., 2003)

[34]: Methylococcus capsulatus Bath (—/ 642 / PEARSON et al., 2003)
[35]: Trypanosoma brucei brucei (AAG26328 /905 / BUCKNER et al., 2000)
[36]: Trypanosoma cruzi (AAK82995 /858 / JOUBERT et al., 2001)

[37]: Saccharomyces cerevisiae (P38604 /731 / COREY et al., 1994)

[38]: Candida albicans (Q04782 /728 / BUNTEL & GRIFFIN, 1992)

[39]: Schizosaccharomyces pombe (Q10231 /721 / COREY et al., 1996)
[40]: Pneumocystis carinii (AAK82993 /719 / MILLA et al., 2002a)

[41]: Neurospora crassa (XP_326612 /753 / GALAGAN et al. 2003)

[42]: Cephalosporium caerulens (AAL56020 /760 / ABE et al., 2001)

[43]: Mus musculus (AAH29082 /733 / STRAUSBERG et al., 2002)

[44]: Rattus norvegicus (P48450 /733 / KUSANO et al., 1995; ABE & PRESTWICH, 1995)
[45]: Homo sapiens (P48449 /732 / BAKER et al., 1995; SUNG et al., 1995)

Oxidosqualen-Cycloartenol-Cyclasen:

[46]: Stigmatella aurantiaca (CAD39196 /597 / BODE et al., 2003)
[47]: Dictyostelium discoideum (AAF80384 /706 / GODZINA et al., 2000)
[48]: Abies magnifica (AAG44096 /756 / —)

[49]: Allium macrostemon (BAA84603 /762 /YOU et al., 1999)
[50]: Costus speciosus (BAB83253 /759 / KAWANO et al., 2002)
[51]: Avena strigosa (CAC84559 /759 / HARALAMPIDIS et al., 2001)
[52]: Oryza sativa (AAF03375 /757 / DARR et al., 1999)

[53]: Arabidopsis thaliana (P38605 /759 / COREY et al., 1993)

[54]: Pisum sativum (BAA23533 /756 /MORITA et al., 1997)

[55]: Glycyrrhiza glabra (BAA76902 /757 / HAYASHI et al., 2000)
[56]: Panax ginseng (BAA33460 /758 / KUSHIRO ef al., 1998)

[57]: Olea europaea (BAA86931 /590 / SHIBUYA et al., 1999)

[58]: Betula platyphylla (BAB83085 /767 / ZHANG et al., 2003)
[59]: Luffa cylindrica (BAA85266 /765 / HAYASHI et al., 1999)

Oxidosqualen-Lupeol-Cyclasen:

[60]: Olea europaea (BAA86930 /758 / SHIBUYA et al., 1999)

[61]: Taraxacum officinale (BAA86932 /758 / SHIBUYA et al., 1999)
[62]: Betula platyphylla (BAB83087 /755 / ZHANG et al., 2003)

[63]: Medicago truncatula (CAAT5588 /742 /| GAMAS et al., 1996)
[64]: Arabidopsis thaliana (NP_178018 / 757 / HERRERA et al., 1998)
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Oxidosqualen-B-Amyrin-Cyclasen:

[65]: Avena strigosa (CAC84558 /757 /| HARALAMPIDIS et al., 2001)

[66]: Betula platyphylla (BAB83088 /779 / ZHANG et al., 2003)

[67]: Panax ginseng (BAA33461 /763 / KUSHIRO et al., 1998)

[68]: Medicago truncatula (AAO33578 /762 / ITURBE-ORMAETXE et al., 2003)
[69]: Pisum sativum (BAA97558 /758 / MORITA et al., 2000)

[70]: Lotus japonicus (AAO33579 /750 / ITURBE-ORMAETXE et al., 2003)
[71]: Glycine max (AAM23264/739/—)

[72]: Glycyrrhiza glabra (BAA89815 /765 / HAYASHI et al., 2001a)
Oxidosqualen-o-Amyrin-Cyclase:

[73]: Pisum sativum (BAA97559 /764 / MORITA et al., 2000)

Oxidosqualen-Isomultiflorenol-Cyclase:
[74]: Luffa cylindrica (BAB68529 /759 / HAYASHI et al., 2001b)

Konservierte Aminosauren im Alignment der Triterpen-Cyclasen:

e Alle Triterpen-Cyclasen [Sequenzen 01-74]:

eine konservierte Aminosaure — W312

e Alle Squalen-Hopen-Cyclasen [Sequenzen 01-32]:

eine konservierte Aminosaure — W312

e Alle Squalen-Hopen-Cyclasen ohne Archaea [Sequenzen 01-28,32]:
17 konservierte Aminosdauren — W312, P373, D374, D376, D377, Q411, D447, Q479,
G483, W489, Q527, D530, G531, W533, G534, T556, G577

e Alle Squalen-Hopen-Cyclasen ohne Archaea, Rhodopirellula und Desulfitobacterium
[Sequenzen 01-26,32]:
46 konservierte Aminosduren — Y95, G121, G122, L134, A135, P149, R171, S309,
W312, D313, T314, D350, W351, G361, F365, P373, D374, D376, D377, W406,
Q411, A419, D442, D447, Q479, G483, W485, G487, W489, G490, G496, W522,
Q527, D530, G531, W533, G534, L535, T552, T556, G577, L581, G600, P602, Y609,
Y612
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Sequenzalignment der Triterpen-Cyclasen

0] s mmmm e e e
02] s mm e e
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35] MLYQRRGRGEMHRPGIRTIVGSGNSTPSSLCAPFPFDSVIPPPPRGLLERFLRRLTSTISWVVSFLLVVCSIPFLLLIHA
36] e e e el SVLLAAGR--------------- MLSLFLFFFFTWPILLLFHG
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27] e e e e e e e e
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[0L] = mm e e e e o e e e
[02]  mmm e e e
(03] mmm e e e
[04] = mm e e e e e e e
[05] = mm e e e e e e e e
[06] = mm e e e e e e e e
[07]  mmm e e e e
0B8] mmm e e e
[09] = mm e e e e e e e e
0] = m s e e e e e e e e
[14]  mmm e e
[15]  mmm e e e e e
[16] = mm e e e e e e e e
[17] = e e e e e e e e e e
18] mmm e e e
[19] mmm e e e
[20] = e e e e e e e e e
[21] = m e e e e e e e e
[22]  mm e e e e MSISPTFSG
(23]  mmm e
[24] = m e e e e e
[25] = mm e e e e e e e
[26] mmm e e e e
[32]  mmm e e
[12] = m s e e e e e e e
[13] = m e e e e e e e e e
N I e e P
[58] = ------- MWKLKIGAETARGDGGGGGGS-------- -~~~ ETWLRSLNNHLGRQIWEFHP- - - -~~~ -~~~ -~~~ ELGTQE
[59]  ------- MWQLKIGADTVPADPSNAGG- - - - -~ -~~~ -~ WLSSLNNHVGRQVWHFHP - - - = == === == = - — - ELGTPE
[56]  ------- MWKLKTAEGGNP - - - == === === oo oo o - — = WLRTLNDHVGRQIWEFDP- - - - === === - — - NIGSPE
[57] = mm e e e e e e e e
[54]  ------- MWKLKVAEGGTP -~~~ ===~~~ ~======~ -~ WLRTLNNHVGRQVWEFDP- - -~~~ =~~~ =~~~ HSGSPQ
[55] = ------- MWKLKIAEGGSP -~~~ = ===~ ~~-=====~~ -~ WLRTVNNHVGRQVWEFDP- - -~~~ ===~ =~~~ KLGSPE
[53]  ------- MWKLKIAEGGSP - -~ === === ---—=-——--—- WLRTTNNHVGRQFWEFDP- - - - === === - — - NLGTPE
[51]  ------- MWRLKIAEGGGD- -~ === === === === - - -~ PWLRTKNAHVGRQVWEFDP- - - === —————---- EAGDPE
[52]  —-------- RLRVAEGGGD -~~~ -~-======~~~~-~--~ PWLRTKNGHVGRQVWEFDP -~~~ -~~~ ~~~~ -~ AAGDPD
[50]  ------- MWRLKIAEGGG- -~~~ =====~-====~~~~-~ PWLRTKNNHVGRQVWEFDP -~ - ==~~~ —~ ==~~~ SLGTPE
[49]  ------- MWKLLKMADGGN -~ — = = = === === === === = —— QWLRTTNNHAGRQIWEFDP-- - == -——-— -~~~ NLGTPE
(48]  ------- MWKLKIAEGGSP- -~ === ===--—-—=——--—- WLQTLNNHVGRQVWEFDP - - - == === === - — - KAGTSE
[60]  ------- MWKLKIADG- -T~--=====~=-===~~~~-- GPWLTTTNNHIGRQHWEFDP- - -~~~ ~ ===~~~ -~ EAGTPD
[61]  ------- MWKLKIAEGG-D----====-=======~ -~ DEWLTTTNNHVGRQHWQFDP- - -~~~ ~ ==~ =~~~ DAGTEE
[62]  ------- MWKLKIAEG- -~ == -=====---——=-—---- GPGLVSGNDFIGRQHWEFDP - - - - - - = - == - - - DAGTPQ
[63] = mm e e e e e e e e
[66]  ------- MWRLKIADGG-S~---====~=-===~~~--~ DPYIYSTNNFVGRQTWEFDP- - -~~~ --~~~~~~~ QAGSPQ
(671  ------- MWKLKIAEGNKN - -~ == == = === === ==~~~ DPYLYSTNNFVGRQTWEFDPD- - -~~~ =~~~ -~~~ YVASPG
[68]  ------- MWKLKIGEGK-N-- === == ----—oooem o EPYLFSTNNFVGRQTWEYDP- - - - - - == - -~ - - EAGSEE
[69]  ------- MWRLKIAEGG-N------=-----—--oo- - DPYLFSTNNFVGRQTWEYDP- - - - - - - == - - - EAGSEE
(711 ------- MWRLKIADGG-N- ==~~~ ==-====~—~ DPYIFSTNNFVGRQTWEFDP- -~~~ -~~~ -~~~ EAGSPE
(721 ------- MWRLKIAEGG-K----===----~==~~~~-~ DPYIYSTNNFVGRQTWEYDP- - -~~~ ~~~~~~~~-~ DGGTPE
[70] = mm e e e e e PYIFSTNNFVGRQTWEYDP--- - --------- DAGTPE
[73] —------ MWKLKIGDGG-K------=-----==------ DRNIFSTNNFVGRQTWEFDP- - - - - - - - = - - - DAGTSQ
[64]  ------- MWKLKIGKGNGE -~~~ ===~ ~~-~==~~~~~- DPHLFSSNNFVGRQTWKFDH- - -~ — =~~~ =~~~ -~ KAGSPE
[74]  ------- MWRLKVADGG-N- -~ ==~~~ ~=-===o=~—~ DPYIYSMNNFIGRQIWEFDP---~~---~~~-~~- NAGTPE
[65]  ------- MWRLTIGEGG- -~ --=-===----===~~~-~ GPWLKSNNGFLGRQVWEYDA- - -~~~ ==~~~ -~~~ DAGTPE
(471 ------- FTRMTTTN- == === === === mmmmmm e e e WSLKVDRGRQTWEYSQ- -~ -----=--=-------
[46] == e e e e e MGR- - -EFEP-------------——————-
[43]  mm e MTEGTCLRRRGGPYKT- -~~~ ~--===~~~~~ EPA
[44]  mmmmm e MTEGTCLRRRGGPYKT- -~~~ ~=-===~~~~~ EPA
[45] == e e e e e MTEGTCLRRRGGPYKT-- - -----=-----—- EPA
[37]  —mmmmmeee- MTEFYS- === ----=mmmmmmmmmmme e DTIGLPKTDPRLWRLRT -~ - === - - - === ==-———--
[38]  —mmmmm----- MYYS---mmmmmmmmmmmmm e e EEIGLPKTDISRWRLRS------~---===~~~~----
[39]  —mmmmmeeeee- MEACRVRP- -~ - === === ===~~~ — - ELSKTVEQIDKSLWRLNI -~ -~~~ --====~~~~-——-
[40]  —mmmmmmmmmeeeos MIYG--mmmmmmmmmmmeee e YTEKELEKTDPDGWRLIV-- -~ ----==----—-—--
[41]  ------- MARKQATEAPAVSNGSPKKRSS - - -ADSDNHNV - KRPRLOESTDKARWRLSS - - = == = === === === === - -
[42]  ------- MARATGSEAQETEQALSRKRSSGPCGEGPKHDFPKRPKIEKGTDPTRWRMRD - - = = = = === === = = =~~~ — — -
[35] LLVYCDGYNREVVARHRRKWLHQTVPHVRPVRVAPSPNFPLEGWHMRCEDGRORWHYGRLLNVEEGNELGKAQAEGCPYT
[36] LLTLLDRHNRRVVLKHQQRWPFESVPHVRPVRVAASREFPIENWHLRCEDGRQRWCYGELLNEEEGNTLGKAQAAGLTIL
[33] = m e e e e e e e e e
[34] s mm e e
[29] mmm e e
[27] = e e e e e e e e e
(28] = mm e e e e e e
[31] mmm e e e
[

30]  mm e e e e MRK
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[01] = mm e e e e e e MAEQLVEAP------- AYARTLDRAVE

[02]  mmmmm e MTKQLLDTP- - - - - -~ MVQATLEAGVA

[03] - -MTATTDGS- -~ ----==~~----~ TGASLRPLAASASDTDITIPAAA- - AGVPEAAARATRRATDE

[04] - -MTATTDGS---------------- TGA-LPPRAASASEPHDTIPQAAGSVGIQDAAARATQRATDH

[05] == mm e e e MRTQDRVQVN- - - - - - - - STAEATAASQK

[06] === m e e e MQOTQDRVKVN- - - - - - - - QVAEATAASQQ

[07]  mmmmmmmmm e MPTSLATAIDP------ KQLQQAIRASQDH

[08]  mmmm e MIEKN-------- KVKQSILASQK

[09] === e e e - -MQVQPRYEKK - - - - - - - HLDSATEASQA

[10] = mmm e e e e e

[14]  ------- MDSVNAT- -~~~ ~======~~~~

[15]  ------- MDSGTFN----~~--===~~~~~

[16]  ------- MNKHSGN- - == === === === --

[17] ------- MRTGTGTGSRLKDMTTAARQSDEAKAMREAAVSKVETLORPKTRDVSLDDVERGVQSAA

[18]  ------- MNDLS - QTQPR

[19]  ------- MNQAATITRPQ

[20]  ------- MTVSTSS--------==-=----

[21]  ------- MNATMDAT

[22] SSL- - - -QKSSLSDH

[23] ------- MLREATAT

[24]  ------- MICSHMER

[25]  ------- MAKGILNKFAVIAG

[26]  ------- MAKGILNKFAVIAG

[32] mmmmmmmm e

[12] = s e e e e e e

[13] = m e e e e e oo

[11]  mmmmmmmmm e

[58] ELQQIDDARRRFWERRFERRHSSDLLMRIQFAKENPSSANIP-QVKIKDTEEVREEAVGMTLRRAINEYSTI® - ADjBeR|
[59] DLQQIQHARQRFSDHRFEKKHSADLLMRMQFAKNNSSFVNLP - QT KVKDKEDVTEEAVSRTLRRATNE Y STT® - GDjsel:)
[56] ELAEVEKVRENFRNHRFEKKHSADLLMRIQFANENPGSVVLP - QVKVNDGEDI SEDKVTVTLKRAMSFYSTL{®- A
[57] = mm e e e e e e e e
[54] DLDDIETARRNFHDNRFTHKHSDDLLMRLQFAKENPMNEVLP - KVKVKDVEDVTEEAVATTLRRGLNFYSTIS- S

[55] DLLEIEKARQNFHDNRFTHKHSADLLMRIHFAKENPMNEVLP - KVRVKDIEDVTEETVKTTLRRAINFHSTLS - S

[53] DLAAVEEARKSFSDNRFVQKHSADLLMRLQFSRENLISPVLP-QVKIEDTDDVTEEMVETTLKRGLDFYSTI®- A
[51] ALAAVEAARRDFAAGRHRLKHSSDRLMRIQFEKENPLKLDLP-AIKLEENEDVTEEAVSTSLKRATSRFSTL® - A
[52] ELAAVEAARRGFAARRHELKHSSDLLMRMQFAKANPLKLDIP- ATKLEEHEAVTGEAVLSSLKRATARYSTHE-A
[50] EIAEVERVREAFRETRFEKKHSADLLMRLQFAKENPLEMNYP- I IKIEEHEDVTEELVVTSLRKAISRVSTLE- A
[49] EIEAVENARETYRKNRFKMKHSSDLLMRLQFAKENPAEIGLP - QOVKLAENENI TEEAAAT TLRRAMNR YSTL{®- A
[48] DHLAVEKARVDFYNKRFIQHHSADLLMRLQCGGENPLSPLPA - QVKLESANDI TEEVIQTTLVRATRFYATI®- A
[60] ERVEVERLREEFKKNRFRTKQSADLLMRMQLVKENQRVQI PP - ATKIKETEGITEEAVITTLRRAISFYSTI®-A
[61] ERAEIEKIRLNFKLNRFQFKQSADLLMRTQLRKENPINKIPD- ATKLNETEEVTNDAVTTTLKRAISFYSTI®- A
[62] ERAEVEKVREEFTKNRFQMKQSADLLMRMQLRKENPCQPI PP - PVKVKETEVITEEAVI TTLRRSLSFYSSIE-A
[63] = mm e e e e e e e e
[66] ERAEVEEARRNFYDNRYQVKPSGDLLWRMQFLKEKNFKQTIP- PVKVEDGEEITYEKSTAALRRAVHE Y SALS - ASHER]
[67] ELEEVEQVRRQFWDNRYQVKPSGDLLWRMQFLREKNFRQTIP-QVKVGDDEAVTYEAATTTLRRAVHEFSALS - AS)el)
[68] ERAQVEEARKNFYDNRFKVKPCGDLLWRFQVLRENNFMQTID-GVKIEDGEEI TYEKATTTLRRGTH L8 - TSiplesad
[69] ERAQVEEARRNFYNNRFEVKPCGDLLWRFQVLRENNFKQTIG-GVKIEDEEEI TYEKTTTTLRRGTHHIRATL® - TSiBek)
[71] ERAQVEAARQHFYHNRFKVKPCADLLWRFQVLRENNFKQTIP-RVTIEDGEEITYQKVTSAVRRGAH i oBSDCH
[72] ERAQVDAARLHFYNNRFQVKPCGDLLWRFQILRENNFKQTIA- SVKIGDGEEITYEKATTAVRRAAHHISALS - TS)ael)
[70] ERAQVEEARQDFYNNRYKVKPCGDLLWRFQVLRENNFKQTIP-SVKIEDGEEITYEKATTTLKRAAH L8 - TSiplesad
[73] EKAQVEAARQHFYDNRFEVKACSDLLWRFQILKEKNFKQTIE - SVKIKDEEEISEENVATTLRRAVHHIBSTL® - SNislel:}
[64] ERAAVEEARRGFLDNRFRVKGCSDLLWRMQFLREKKFEQGIP-QLKATNIEEITYETTTNALRRGVRYFTALS - AS)el)
[74] ERAEIERLRHHFTKNRHKGFPSADLLWRVQLLREKNFKQSIP-AVKVGDGEEISYEMALDAMRRGAHFAATS - ASilel)
[65] ERAEVERVRAEFTKNRFQRKESODLLLRLQYAKDNPLPANIPTEAKLEKSTEVTHETI YESLMRALHQYSSL® - ADjsel)
[47]  mmmmmmmmmmeeeos EKKEATDVDIHLLRLKEPG- - THCP- - - - - EGCDLNRAKTPQOATKKAFQYFSKV|S - TEjsel)
[46] = mm e e e e e e e
[43] TDLTRWRLQNELGRQRWTYYQAEDDPGREQTGLEAHSLGLDT - - - RSYFTDLPKAQTAHEGALNGVTE YAKLS - AEER]
[44] TDLTRWRLHNELGRQRWTYYQAEEDPGREQTGLEAHSLGLDT - - - TSYFKNLPKAQTAHEGALNGVTE YAKLS® - AE)el)
[45] TDLGRWRLNCERGRQTWTYLQDER - AGREQTGLEAYALGLDT - - - KNYFKDLPKAHTAFEGALNGMTE Y VGL® - AEjsel)
[37] - - DELGRESWEYLTPQQAANDPPSTFTQWLLQDPKFPQPHPE- - - - - - RNKHSPDFSAFDACHNGASFFKLL@EPDS[ETF
[38] - -DALGRETWHYLSQSECESEPQSTFVQWLLESPDFPSP-PS----- - SDIHTSG- - - - EAARKGADFEKLL{® - LD
[39] - -DSAGGETWEYVTKEEAEK - RPLTIAEKYFLGFDLD- -~ — -~~~ -~ - LPKRPPAKTPLESAEYGYEFFRRLS - I jbeli
[40] - -EDTGRQRWKYLKTEEERRERPQTYMEKYFLGKNMD- - - - - - - - LPEQPAAKTPIESARKGFSFYKHLS - TS[BEN
[41] - -EGG-RHTWHYLEDDEAAKEWPQSYADKYFLGMPLVKHPAE- - - - - - LPELPKATNPLDAVRNGLTFFEKLS - L. PE[efi
[42] - -DES-RHTWHYLPSEEAAKAWPQTCADKYYLNLPLG- -~~~ -~~~ - LPSLPQPTTPLDSARNGLTFFEKLS - L PSels
[35] PYGEAGNANDDFEDTGATRTGPRGGPDMRAVKEERCRFVERYQLGLTGTAHVKPRGSVEEAMRAGAEFJILRLGHPY S(els
[36] PSEDVPMVGEHYEWAAGNVVTPTKEPDMRATKAKQRRFLEQYQLGLHNTTEIRRRAS PEDAMRDGVEF#T.RLEDPY S[elsl
[33] = m e e e e e e e e HDPTARAAA -QP2
[34] mm e RAAMKHWLSL{® - RSA
[29] mmm e e
[27] = e e e e e MDGGDRLNFGKNLSDSLDKAQTYVSEGVEQILADKLDOBHGY
[28] = mm e e e e MMAVVENSVSEVLDRRELRGTLDLLRGE@LAQR-T
[31] mmm e e MPRRCRPPSRRYG- - - - -- -
[

30] VLGFIIVLVLILTPVSAVSMLDYSVSIVKNYKDVTRTRDLSLIVMALSLAFNRTDELSEYEIWHFTEKISW- NDRECH
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40 50 60 70 80

| | | | |
[01] WGPLLSNVTIMEAEYVLLCHILDR - ~ == = = === = === = === = = — — VDRDRME LH-E- pp
[02] WAPLLSNVCMEAEYVLLCHCLEK- -~~~ ----------~---—-- KNPEREAgEREIIS— - -@RR-E]) 23
[03] KGDLETNVTMDAEDLLLRQFL€T - -~~~ === --=--——o-om oo QDEETTRAAALFIRG-E- ATFYGEPG
[04] KGDLETNVTMDAEDLLLRQFI€T - - -~ = = = == === oo o= o= = QDEKTTRAAGLEIRG-E- ATFYGEPG
[05] WAELESNVTITAEVVLLHKIWET - -~ - -~~~ ==~ ===~~~ -~~~ ElFYGDGC
[06] WAELESNVTITAETVLLHKIWET -~~~ -~ — === === ==~~~ —— - ElFYGDGC
[07] WAELESNVTMTAEVILLHKIWET -~ -----------=----~--~ ElFYGDGG
(o8] WGQLESNVTITAEIILLHKIWQT-~------=---==----~--- ElFYGDGG
[09] WAELESNVSMTAEVVLLHKIWRT -~ ~ = = = === = === = === == —— ElFYGDGC
[10] WSELESNVTITAEVVILHKIWET - -~~~ -----------~-~——- ElYYGDGG
[14] VFELEADCTIPAEYVLLRHYLAEP
[15] VFELEADCTIPAEYVLLRHYLEEP
[16] AFELEADSTIPSEYILLRHYLAEP
[17] CFELEADATIPSEYILFHHFRETE
[18] VYELEADATIPAEYVLLVHYLEET
[19] VYELEADATIPAEYILMVHYLEET
[20] VFELEADATIPAEYILLKHYLEEP
[21] VFELEADATIPAEYILLNHFLDE -~ ~ - = == ===~ ===~~~ =~~~
[22] CFSLEADCTIPAEYILMMHFMDE------==--==---~-~----
[23] VFELEADCTIPAEYILMMHFMDE- -~~~ --===--==---~~---
[24] CFELESDCTITAEYILMMHFTDE -~~~ - === ===~ -==~ -~~~
[25] VFELEADVTIPSEYIMLQRFLERE
[26] VFELEADVTIPSEYIMLQRFLERE
[32] CGWVLSNVTVTAEWIFLOYIL€LE-~~~-~~--~-~--~~----- TQTTT
[12] RFCFHEAPLTDCHMIFLLKLIL€RD - -~ = = = === = === == === =~ KEIEPFVERVAS- - - -L-@8- - TNE IEDEVG
[13] RFCFE€APLTDCHMIFLLKLIEKD - -~ == = === === ==~ ==~ - KEIEPFVKRLAS- - - -L-@8- - TNE YEDEVG
[11] TFCFEE€PIMTNSFFILLLTSLDEG---------=---=~---~--
[58] PGDYGEPMRLIPGLVITLSITRT------------------ =
[59] PGDYGEPMIL, T PCLVITLSIT®A - - -~ === == === === =~ LNAVLSTEHQ D
[56] PGDYCEPMELMPCLVITLSI TV -~~~ -~~~ -~=----~~~ LNVVLSKEHK D
[57] = mmmmmm e mm o et e e e e - D
[54] PGDYCEPMBLMPGLVITLSVIEA- - -~~~ - - - == -~ LNAVLTDEHR D
[55] PGDYGEPMRLMPGLVITLSIT®A- - -~~~ =~ --=~~-~~~~ LNAVLTEEHR D
[53] PGDYGEPMILTPGLIITLSITI®A -~ -~~~ = === = === =~ - LNTVLSEQHK! D
[51] PGDYCGEPMILMPGLLITLYVT€S - - -~~~ === ===~~~ - - LNTVLSPEHQ D
[52] PGDYGEPMRLMPGLIITLYVS®A -~~~ -~~~ -~~~~-~~~- LNTALSSEHQ
[50] PGDYGEPMRLMPGLIITLYVT®A- -~~~ ==~ -==~~-~~~~ LNTVLTSEHQ E
[49] PGDYCGEPMILMPGLITALSVT®A - - -~ === == ===~~~ - - LNTVLSVEHQ
(48] PGDYGEPMILMPGLVIALYVT®A -~~~ === == ===~~~ - - LNAVLSEMHK
[60] PAESA@PLFLPPLVLALYVT®A- - -~~~ ---~~~-~~~~ INVVLSREHQ
[61] PAESA@PLFLPPLVIALYVT®A- - -~~~ ---~~--~~~~ MNDILTPAHQL
[62] PGESAEPLIIFL.OPFVMALYITIED - - -~~~ =~~~ =~ -~~~ -~ LNTIFSPAHQ
[63] == m e mm e e m e e o e e e e
[66] PAENARPIBFLPPLVMCMYITRH- - - -~~~ -~ --------- LNTVFPAEHQ
[67] PAENSEPLIFLPPLVMCVYIT®H- - -~~~ -~~~ ~-~~~~ LDTVFPAEHR
[68] PAQIACPLIIFMPPLVFCVYIT®H - - -~ = == === =~~~ = - LDSVFPREHR
[69] PAQIACPLIIFMPPLVFCVYIT®H - - -~~~ = === = === =~ LDSVFPPEHR
[71] PAQIACPLFLPPLVFCMYIT®N -~~~ -~~~ --~~--~~~~ LESVFPEEHR
[72] PAQIACPLFLPPLVFCMYIT€H- - -~~~ -~ -~~~ ~-~~~~ LDSVFPEEYR
[70] PAQIACPIFFQPPLVFCMYI TI®H - - -~~~ == === =~~~ - LNSVFPEEYR
[73] PALNA®PLIFYFPPLVFCMYVT€H - -~~~ = === ===~~~ = - LDSIFPYEYR
[64] PGEITEPLFLPPLIFCLYITI€H- -~~~ -~~~ -~~~ ~-~~~~ LEEVFDAEHRKIZM
[74] PSETSEPLFYVCPLLICMYIMEF - -~ -~~~ --------~-~ MDKVFSPEHK
[65] PGDYSETILYTIMPIIIFSLYVTRS -~~~ -~=---=~---~~~ LDTFLSPEHR
[47] AGDYGEPMFLL.PGLVITCYVTE- -~~~ -~ === === === === =~ YQLPESTQ
[46] == m e mm e e e e
[43] AGDYCEPIBLLPGLLITCHISHI -~~~ -~~~ ---~----~- S---LPAGYRE
[44] AGDYGEPLILLPGLLITCHIAHT -~~~ -~~~ --~~----~ P---LPAGYRE
[45] TEDYGEPLIILTLPCLLITCHVART - - - == = === == === =~ P---LPAGYRE
[37] PCOYKEPMEMTIGYVAVNYIAR- - -~ - - - - oo o - IEIPEHERI
[38] PCOYKEPMRMTIGYVTANYYSK- -~ --===--=--~—~-——- TEIPEPYR
[39] ASPYEEPMELICGAVFAFYISQ--------==--=~----~-- TPFPKGWAD
[40] ACEYGEVMFLLPGLITAMYTSK -~~~ == === === === === =~ IEFPDEMRI
[41] GCEYGEPMLTPGVVIARYVTK- - -~ === === == === ==~~~ NPVPWYYA E
[42] GCEYGEPMLLPGIVIAWYVTR- ==~ -==--===--~=----~ ET
[35] PNDYSEPLIRLTPGVIFVRYIVARGNIRNMFPPHADHHHEGDEPCLCGEAERLEL IEMIRNY - - MN - - Ejple]
[36] PNDYS[€PLIFL TPGFIFTKFIVAGGDIRKMFPPHRDHQHKNDEPCRCGEAERVIZM T|SAIRNY - - MN - - Kinjel
[33] EGEMIWCPVVTAQVAITRHVVEMP- - -~ - - oo oo FSDADAA HPG
[34] EGEMVWCTMILAQAVIVRTVVERP -~~~ -===--~=~---~~- YDARE IFHFEL-S-|8
[29] s m e e
[27] SPSPGATALASLALLALGREFKG- -~ === == === === === —— oo o AQORGIQWIW- - - -BNN- KvPcEoP
[28] TGELSASALSTATAISAMSAAVRSGKLAG- - -~ == -~~~ -~ ADKAALLEQIQSGREWMADQ- - |@ND - - lele FeDTDRSH
[31]  --------- LNFYFLHLPYVVESLR -~ === === = m oo mmmm oo SlessREKVWESE
[

301] GYFYGSTSSVPDTGFALIALSKARKVAWS------------- DPKREEMIRSAEVKGVIY—LERSFNG -l YLKGMEN
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|
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D- - - LSAIT EAMVAIRRT,AED - - - -GPDEP
E- - -LSTSVEANMMAWKI¥EV - - - - PATDP

E- - -LSTSVEANMMAMITINEY - - - - PATDP

D- - - LSTSVEAMMGIBRTWEY - - - - PETDPALV
D- - - LSTSIEAMVAIRITIEY - - - - SRTDPIF T EI
D- - - LNTSIEANMMAWKI,
E- - -LSTSVEANTAIRIT
D- - - MSASVKAMFAIKMT
D- - -MSARVKGMFAIRKMI
D- - -MSASVKSMFAMKMI
D- - -MSASVKANMFAMKMI
D- - - VSASVKAMFAIKMT
D- - - ISASVKGNFAIl
D- - - LSARVKAMFAIRKMIED - - - - SPDAP
D- - - MSAVKANYAIRKT, Tl€D - - - - GVDEP
D- - -MSCSVKVMYANKL,
D- - - ISCRVK VM YAIKT,
D- - - LSCIAVKANVAIR
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