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1. Einleitung

1.1 Alicyclobacillus acidocaldarius

Die Entdeckung und Erforschung extremophiler Bakterien gehört sicherlich zu einem der

interessantesten Gebiete der modernen Mikrobiologie. Im Verlauf dieser Forschungsakti-

vitäten konnten eine Vielzahl bisher unbekannter Mikroorganismen mit häufig ungewöhn-

lichen Eigenschaften isoliert und charakterisiert werden. Diese Eigenschaften – neue Na-

turstoffe oder Enzyme mit ungewöhnlichen Eigenschaften als Anpassung an die extremen

Umweltbedingungen – werden neben ihrer Bedeutung für die Grundlagenforschung (z.B.

DNA-Polymerasen thermophiler Organismen für die PCR) auch zunehmend für die bio-

technologisch-industrielle Anwendung interessant (HUBER, 1993). Vergleichende Sequenz-

analysen der 16S rRNA dieser Organismen revolutionierten schließlich die bisher gültigen

Vorstellungen von der Evolution der Lebewesen und deren Verwandtschaftsverhältnissen.

Es zeigte sich, daß die meisten extremophilen Arten und die bisher bekannten Bakterien

zwei phylogenetisch getrennte Gruppen von Organismen darstellen. Diesen Erkenntnissen

wurde schließlich durch die Aufteilung der Prokaryoten in die beiden Domänen Archaea

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

Die thermophilen Mikroorganismen mit ihren Temperaturoptima zwischen 45 und 115 °C

gehören sicherlich zu den am besten erforschten Vertreten der Extremophilen (MADIGAN &

MARRS, 1997). Bei den aufsehenerregenden Entdeckungen der letzten Jahre wird leicht

übersehen, daß Lebewesen in Biotopen mit hohen Umgebungstemperaturen schon seit der

Antike bekannt sind. So finden sich schon bei Plinius dem Älteren in dessen Historia natu-

ralis Hinweise auf „grüne Pflanzen“ in den heißen Quellen von Abano südwestlich von

Padua (BROCK, 1978). Danach wurden die Bewohner heißer Quellen jedoch für fast zwei

Jahrtausende kaum noch beachtet. Erst mit dem Siegeszug der Naturwissenschaften im 19.

Jahrhundert wandte man sich wieder diesen außergewöhnlichen Lebewesen zu. Erleichtert

wurde dies auch dadurch, daß den Forschern nun Mikroskope und andere technische

Hilfsmittel für die Erforschung dieser Organismen zur Verfügung standen. Eines der ersten

Ziele, dem sich verschiedene Forscher zuwandten, waren die Algen in den Karlsbader

Thermalquellen. Später 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 Selbstentzündung des

Heus sowie von Verrottungsprozessen auch terrestrische Biotope entdeckt, deren Bewoh-



2 EINLEITUNG

ner Temperaturen bis zu 80 °C vertragen (MIEHE, 1907; HILDEBRANDT, 1927; NORMAN et

al., 1941).

Den Durchbruch bei der Erforschung thermophiler Bakterien brachte schließlich die sys-

tematische Bearbeitung der Bewohner heißer 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 Ökologie und die Verbreitung der Bakterien in diesen Extrembio-

topen erforscht werden. Diese Langzeitstudien sorgten dafür, daß nun auch andere For-

scher damit begannen, weltweit diese Organismen zu erforschen. Heute sind außer aus den

USA solche Arten auch aus Island, Italien, Japan, Neuseeland, der Antarktis und anderen

Regionen der Welt bekannt, wo geothermale Aktivitäten die notwendigen Umweltbedin-

gungen für thermophile Organismen schaffen. Die technische Entwicklung der Meeres-

und Tiefseeforschung ermöglichte schließlich 1977 die Entdeckung neuer Biotope hyper-

thermophiler Prokaryoten in den submarinen Hydrothermalquellen im Bereich der mittel-

ozeanischen Rücken (JANNASCH, 1993).

Bei den schon erwähnten Forschungsarbeiten von BROCK et al. im Yellowstone National-

park wurden auch thermoacidophile sporenbildende Bakterien isoliert. Die Fähigkeit dieser

gram-positiven stäbchenförmigen Zellen, Endosporen zu bilden, legte eine taxonomische

Eingruppierung der Isolate in die Gattung Bacillus nahe. Ähnlichkeiten bestanden schon zu

aus Japan beschriebenen Isolaten (UCHINO & DOI, 1967). Diese Autoren hatten die Mor-

phologie und die intrazelluläre Lage der Endosporen für 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 Fähig-

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, gehört 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, daß neben den für Bacillus-Arten typischen Fettsäuren

iso-C15, iso-C16, iso-C17, anteiso-C15, anteiso-C17, n-C14 und n-C16 auch ungewöhnliche

ω-Cyclohexylfettsäuren vorhanden sind. Die charakterisierten Fettsäuren 11-Cyclohexyl-
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undecansäure (ω-Cyclohexyl-C17) und 13-Cyclohexyltridecansäure (ω-Cyclohexyl-C19)

sind sogar die dominierenden Fettsäuren in den Lipiden dieser Bakterien (DE ROSA et al.,

1971b; 1972; 1974).

Von besondere Bedeutung war schließlich 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 schließlich mit der Isolierung des Bacteriohopantetrols (BHT) und dessen Glyco-

lipidderivates aus den Lipiden von B. acidocaldarius Hopenmoleküle mit einer am C-29

verlängerter Seitenkette nachweisen (LANGWORTHY et al., 1976; LANGWORTHY &

MAYBERRY, 1976). Zur selben Zeit konnten auch ROHMER et al. die BHT-Struktur aus

Acetobacter xylinum aufklären und damit frühere Strukturvorschläge von FÖRSTER et al.

korrigieren (FÖRSTER et al., 1973, ROHMER & OURISSON, 1976).

Vergleichende Sequenzanalysen der 16S rRNA machten deutlich, daß 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). Dafür

sprach auch das für diese drei Arten typische Vorkommen von ω-Cycloalkyl-Fettsäuren 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 für moderat thermophile Bakterien entwickelt. So hat die wissenschaft-

liche Bearbeitung dieser Art entscheidend zum Wissen über die bakterielle Triterpenbio-

synthese beigetragen (siehe 1.2). Weitere aktuelle Forschungsprojekte mit diesem Orga-

nismus betreffen die Struktur und Funktion thermostabiler Enzyme (SCHWERMANN et al.,

1994), die Biosynthese der ungewöhnlichen Fettsäuren 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-

küle. Auch nachdem inzwischen eine Reihe von Prokaryoten bekannt sind, die bei weit

höheren Umgebungstemperaturen leben, hat dadurch das Interesse an dem thermoacido-

philen A. 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 durchgeführt wurden

(MILLS & WERNER, 1955). Diese Harze stammen von verschiedenen südostasiatischen

Baumarten aus der Familie der Dipterocarpaceae und werden unter anderem für hochwer-

tige Lacke und Firnisse verwendet. Vom Namen der Gattung Hopea, zu der wichtige

Dammar-Lieferanten gehören, wurde auch der Name der Hopanoide abgeleitet. Carl von

Linné hatte mit der Benennung dieser Gattung in einer für ihn typischen Weise den Bota-

niker John Hope (1725 - 1786) ausgezeichnet, der als überzeugter Anhänger 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 höheren Pflanzen isoliert werden. Dennoch sind sie selten und nur eine von vielen

Triterpengruppen, die in Pflanzen vorkommen (OURISSON & ALBRECHT, 1992). In bedeu-

tend größeren Mengen konnten Hopanoide dagegen im Rohöl, in Kohlen und in nahezu

allen Sedimenten nachgewiesen werden. Nach Schätzungen stellen diese Geohopanoide

mit einer Gesamtmenge von ungefähr 1012 Tonnen die nach Methan mengenmäßig größte

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 dafür nicht in Frage kommen. Erst die schon erwähnte Entdeckung des

Bacteriohopantetrols in bakteriellen Lipiden brachte hier eine Lösung (FÖRSTER et al.,

1973; ROHMER & OURISSON., 1976; LANGWORTHY et al., 1976). Bei diesen C35-

Hopanoiden ist – wie bei den meisten Geohopanoiden – das Hopenmolekül durch eine

Seitenkette am C-29 verlängert.

Eine systematische Suche in Bakterien lieferte schließlich den Nachweis, daß die Hopa-

noide bei Prokaryoten weit verbreitet sind (ROHMER et al., 1984). Bei mehreren hundert

daraufhin untersuchten Stämmen konnten in mindestens 30 % der Fälle 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 möglich (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 C30-

Grundgerüst mit einer C5-Polyol-Seitenkette verlängert, deren Hydroxylgruppen auch

durch Aminogruppen, Zucker, Aminosäuren oder Nucleoside ersetzt werden kann (FLESCH

& ROHMER, 1988; OURISSON & ROHMER, 1992). Weitere Molekülmodifikationen sind z.B.

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

Abbildung 1: Pentacyclische Hopanoidgrundstruktur und einige Beispiele für 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 Ähnlichkeiten mit den

Steroiden in eukaryotischen Membranen. Die Vermutung, daß sie diesen funktionsäquiva-

lent sind und ebenfalls als Membranverstärker wirken (ROHMER et al., 1979), konnte durch

Versuche mit Modellmembranen nachgewiesen werden (KANNENBERG et al., 1980). Dafür

spricht auch, daß bei A. acidocaldarius der Hopanoidgehalt mit steigender Wachstums-

temperatur und fallendem pH-Wert zunimmt (PORALLA et al., 1984). Bei einer Hemmung

der Hopanoidbiosynthese durch Inhibitoren konnten zusätzlich eine Wachstumsbeein-

trächtigung 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, Gallensäuren etc.), ist noch unbekannt

(OURISSON & ROHMER, 1992).
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Terpene, zu denen die Hopanoide gehören, bilden mit mehr als 22.000 bekannten Verbin-

dungen die größte Naturstoffgruppe (CONOLLY & HILL, 1991). So vielfältig wie die

Strukturen sind auch die Funktionen dieser Verbindungen, die sie in Mikroorganismen,

Tieren und Pflanzen besitzen. So übernehmen sie Funktionen als Photosynthesepigmente

(Carotinoide), Membranlipide (Sterole, Hopanoide), Hormone (Gibbereline, Steroide),

Duft-, Lock- und Abwehrstoffe (Phytoalexine, Saponine) sowie bei intrazellulären

Signaltransduktionsprozessen (Proteinprenylierung). Vor allem in den höheren Pflanzen

besitzen Terpene ihre maximale Verbreitung und Strukturdiversität. So waren allein bis

1985 aus Nicotiana sp. fast 500 verschiedene Terpene bekannt (BACH, 1995).

Ihre Biosynthese läßt sich in vier wichtige Teilschritte unterteilen: (1) Biosynthese der C5-

Grundeinheit, (2) Verknüpfung mehrerer C5-Einheiten zu den Ausgangsverbindungen der

Mono-, Sesqui-, Di-, Tri-, Tetra- und Polyterpenen, (3) Bildung der Grundgerüste cycli-

scher Terpene durch intramolekulare Cyclisierungsreaktionen und (4) weitere Modifikatio-

nen durch Hydroxylierungen, Methylierungen, Isomerisierungen etc., die vor allem für die

außerordentliche Vielfalt dieser Naturstoffgruppe verantwortlich sind (CHAPPEL, 1995).

Die isomeren C5-Verbindungen Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat

(DMAPP) bilden die biosynthetische Grundeinheiten aller Terpene. Ihre Biosynthese kann

über zwei verschiedene Stoffwechselwege erfolgen (Abbildung 2). Beim klassischen Me-

valonat-Weg, der schon in den 1960er Jahren von BLOCH, LYNEN et al. aufgeklärt wurde,

wird IPP aus drei Molekülen Acetyl-CoA über 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 mevalonatunabhängige

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 dafür 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 C2-Einheit über Thiamindiphosphat (TPP) auf Gly-

cerinaldehyd-3-Phosphat übertragen wird. Dieser Syntheseweg konnte inzwischen bei

vielen Eubakterien, Grünalgen und in den Chloroplasten höherer Pflanzen nachgewiesen

werden (BACH, 1995, LICHTENTHALER, 1998).
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DMAPP dient als Starter der Kondensationsreaktion mit IPP. Prenyltransferasen katalysie-

ren die sukzessive 1´-4-Addition weiterer IPP-Moleküle, wodurch Geranyldiphosphat

(GPP; C10), Farnesyldiphosphat (FPP; C15), Geranylgeranyldiphosphat (GGPP; C20) und

höhermolekulare Terpene entstehen (Abbildung 3). Dabei bestimmt die Größe des aktiven

Zentrums, ob es sich bei den entsprechenden Prenyltransferasen um eine GPP-, FPP- oder

GGPP-Synthase handelt (TARSHI et al., 1996). Bei Eukaryoten ergeben sich darüber hinaus

weitere Regulationsmöglichkeiten durch die Kompartimentierung einzelner Terpenbio-

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

Abbildung 3: Biosynthese der Terpene. Von den beiden C5-Einheiten Isopentenyld
und Dimethylallyldiphosphat DMAPP ausgehend sind die Bildung von Geranyldip
(a), Farnesyldiphosphat FPP (b), Geranylgeranyldiphosphat GGPP (c), Squalen (d; 
kiert die Position der Doppelbindung beim Dehydrosqualen) und Phytoen (e) darges
die niedermolekularen Terpene eine all-trans Konfiguration der Doppelbindung
kommen bei Polyterpenen auch all-cis oder gemischte cis/trans-Konfigurationen vor.

Die Ausgangsverbindungen der Tri- und Tetraterpene Squalen, Dehydrosqua

toen werden durch die Kondensation jeweils zweier FPP- bzw. GGPP-Molek

Im Gegensatz zu den von Prenyltransferasen katalysierten Rektionen handel

um 1´-1-Additionen. Während bei der Squalen-Synthase die zentrale Doppe
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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 überwiegenden 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 et al., 1998). Nach dem Startmechanismus der katalysierten Reaktion können

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 gehören Monoterpen-, Sesquiterpen- und ein Teil der

Diterpen-Cyclasen sowie die schon erwähnten 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 unterstützt (BOHLMANN et al., 1997, 1998). Nach dem unterschiedlichen

Start erfolgt bei allen Cyclasen eine Wanderung des Carbokations durch das Substratmole-

kül durch intramolekulare Umlagerung von Bindungen. Zusätzlich sind Hydrid- und

Methyl-Verlagerungen möglich. Die Eliminierung des terminalen Carbokations kann

schließlich auf unterschiedliche Weise erfolgen (Deprotonierung, Anlagerung von OH-),

wodurch vielfältige Reaktionsprodukte möglich 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 gehören z. B. die aus Abies

grandis isolierten Enzyme δ-Selinen-Synthase und γ-Humulen-Synthase, die insgesamt 34

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

1.3 Triterpen-Cyclasen

Wie bei allen anderen Terpenen überwiegen 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 großen Teils der bisher klo-

nierten und sequenzierten Triterpen-Cyclasen mit näheren Informationen zu den einzelnen

Enzymen ist im Anhang zusammengestellt.

Nach den bisher bekannten Reaktionsprodukten können 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 Säugern, Hefen und Protozoen isoliert wurde.

In photosynthetischen Organismen erfolgt die Biosynthese der Phytosterole (z. B. Sito-

sterol) dagegen über die dem Lanosterol strukturisomere Verbindung Cycloartenol. Das

Gen der für diese Enzymreaktion verantwortlichen Oxidosqualen-Cycloartenol-Cyclase

wurde aus verschiedenen Gymnospermen und Angiospermen isoliert.

Im Gegensatz zu diesen Triterpenen mit tetracyclischen Grundgerüst ist Lupeol eine penta-

cyclische Verbindung mit einem fünfgliedrigen 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. α- und β-Amyrin sind häufige Bestandteile von

Triterpen-Saponinen. Das Gen der Oxidosqualen-α-Amyrin-Cyclase wurde bisher nur aus

Pisum sativum isoliert, während das der Oxidosqualen-β-Amyrin-Cyclase schon aus meh-

reren Pflanzen kloniert wurde.

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

cylindrica das Gen einer Oxidosqualen-Isomultiflorenol-Cyclase isoliert.
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1.4 Squalen-Hopen-Cyclasen

Bei den pentacyclischen Cyclisierungshauptprodukten von Squalen kann zwischen Hopen

mit einem fünfgliedrigen 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 Aktivität der Squalen-Hopen-Cyclase (SHC), dem Schlüssel-

enzym der Hopanoid-Biosynthese, bisher ausschließlich aus Bakterien bekannt. So konnte

nach Alicyclobacillus acidocaldarius (OCHS et al., 1992) das Gen der SHC auch aus

A. acidoterrestris (CHOI, 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 Fällen muß in der Regel jedoch erst noch geklärt werden, ob das Gen in den

betreffenden Organismen überhaupt exprimiert wird, ob es sich bei dem Genprodukt auch

tatsächlich 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 vorläufig 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 Substratspezifität in der Lage sind,

neben Squalen auch Oxidosqualen zu cyclisieren (ABE & ROHMER, 1994).

Alle bisher charakterisierten SHC sind Proteine, die aus ca. 630 - 660 Aminosäuren beste-

hen (MW ca. 70 - 75 kDa) und sind damit im Durchschnitt um ca. 100 Aminosäuren klei-

ner als die eukaryotischen OSC (MW 78 - 88 kDa). Ein Vergleich der Aminosäure-

sequenz aller bekanten Squalen- und Oxidosqualen-Cyclasen zeigt deutliche Sequenz-
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homologien. Neben zahlreichen über die gesamte Proteinsequenz verstreuten konservierten

Aminosäuren fallen vor allem zwei Sequenzmotive auf, die für alle Triterpen-Cyclasen

charakteristisch sind. Bei der als QW-Motiv bezeichneten Sequenz handelt es sich um ein

repetitives, 16 Aminosäuren 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 siehe 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, daß es sich bei den Triterpen-Cyclasen trotz unterschied-

licher Reaktionsprodukte der jeweiligen Enzyme um eine Gruppe phylogenetisch ver-

wandter Proteine handelt. Es wird angenommen, daß sich die eukaryotischen OSC von den

prokaryotischen SHC ableiten und die Hopanoide können somit als die phylogenetischen

Vorläufer der Sterole als Membranstabilisatoren betrachtet werden (ROHMER et al., 1979;

PORALLA, 1982; OURISSON, 1989; OURISSON & NAKATAMI, 1994).

Ein entscheidender Beitrag zum Verständnis der Struktur und Funktion bakterieller Triter-

pen-Cyclasen lieferte die erfolgreiche Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse der SHC

aus A. acidocaldarius (WENDT 1994; WENDT et al., 1997; 1999). Danach besitzt das Pro-

tein eine hantelförmige Struktur, die von zwei Domänen gebildet wird, bei denen α-

helicale Strukturen deutlich überwiegen (Abbildung 5). Die erste Domäne besitzt mit zwei

konzentrischen Bündeln aus jeweils sechs α-Helices (α6/α6-Barrel) eine wesentlich geord-

netere Struktur als die zweite Domäne. Eventuell ist diese durch eine Genduplikation und

anschließende Modifikationen aus der Domäne 1 entstanden (WENDT, 1997; WENDT &

SCHULZ, 1998).

Die schon erwähnten QW-Motive stellen ein Strukturmotiv auf der Oberfläche beider Do-

mänen dar. Sie finden sich immer am C-terminalen Ende einer äußeren α-Helix, wobei der

namengebende Teil der Sequenz (Q-X3-G-X-W) eine daran anschließende 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 für einige QW-Motive tatsächlich ein Einfluß auf die Thermostabilität des

Enzyms nachgewiesen werden (SATO & HOSHINO, 1999a, 2001).
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grundlegende Eigenschaften dieser Triterpen-Cyclasen gewonnen werden. Durch die ge-

zielte Mutagenese von Aminosäuren, die bei mehreren Triterpen-Cyclasen konserviert

sind, konnten einige identifiziert werden, deren Austausch drastische Auswirkungen auf

die Enzymaktivität hatte (FEIL et al., 1996; COREY et al., 1996, 1997a, 1997b). Diese Er-

gebnisse lieferten erstmals Hinweise auf potentielle Aminosäuren des aktiven Zentrums

dieser Cyclasen. Durch Markierungsexperimente mit Squalen- bzw. Oxidosqualen-

analogen Inhibitoren konnten weitere wichtige Aminosäuren 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 über den Reaktionsmechanis-

mus. Sie machten deutlich, daß die Cyclisierungsreaktion über einzelne intermediäre car-

bokationische Zwischenstufen verläuft.

Damit die Reaktion der Squalen-Cyclisierung erfolgreich ablaufen kann, muß das aktive

Zentrum des Enzyms eine Reihe von Eigenschaften besitzen, um diese komplexen Aufga-

ben auch erfüllen zu können. Hierzu gehören die Faltung des in das aktive Zentrum hinein-

diffundierten Squalens in die richtige Konformation, die Initiierung der Cyclisierungsreak-

tion durch Protonierung, die Stabilisierung der intermediären Carbokationen und eine ge-

regelte Termination der Reaktion. Schließlich müssen die bei der Reaktion gebildeten cyc-

lischen Verbindungen wieder aus dem Inneren des Enzyms herausgelangen können, damit

das aktive Zentrum für die nächste Cyclisierung zur Verfügung steht. Durch die inzwi-

schen bekannte dreidimensionale Struktur des aktiven Zentrums der SHC (Abbildung 6)

ist es nun möglich, die aus früheren Versuchsergebnissen abgeleiteten Vorstellungen über

den Reaktionsmechanismus zu überprüfen und gegebenenfalls zu modifizieren. Durch die

Auswertung der Röntgenstrukturdaten und anderer Daten konnte die bisher umfassendste

Hypothese über 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 Abschluß dieser Höhle wird überwiegend von pola-

ren Aminosäuren gebildet, während der mittlere Abschnitt mit hydrophoben Resten – dar-

unter ungewöhnlich viele aromatische Aminosäuren – ausgekleidet ist (oben bzw. unten

bezieht sich auf eine räumliche Orientierung des Moleküls wie in Abbildung 5A). Man

nimmt an, daß hier das Squalen in die für die Cyclisierung zu Hopen erforderliche all-prä-

Sessel-Konformation vorgefaltet wird. Die polaren Reste im oberen Bereich des aktiven
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Zentrums werden für die Initiierung der Cyclisierung verantwortlich gemacht, die durch

Protonierung der ersten Squalendoppelbindung durch D376 eingeleitet wird. Unterstützt

wird dies durch die benachbarten und über Wasserstoff- und Salzbrücken verbundenen

Aminosäuren D374, D377 und H451. Alle drei Aspartatreste sind Teil des konservierten

Sequenzmotivs DXDDTA, dessen Bedeutung für die Enzymaktivität schon früher nach-

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

Abbildung 6: Modell für 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, daß das aktive Zen-
trum im Molekülinneren mit dem Inhibitor LDAO (grau) und der Kanal zur Moleküloberfläche
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 Kanalöffnung ist in vivo durch
Acylketten der Fettsäuren sowie Squalen und dessen Cyclisierungsprodukte ausgefüllt. Oben zum
Größenvergleich ein Hopenmolekül.

Durch die Protonierung der ersten Doppelbindung des Squalens entsteht ein Carbokation,

welches durch Umlagerung von Bindungen und damit einhergehender Cyclisierungen

durch das Molekül wandert (Abbildung 7). Die bei der Reaktion auftretenden intermediä-

ren, reaktiven Carbokationen müssen durch das Enzym stabilisiert werden, um uner-

wünschte Nebenreaktionen zu verhindern. Hierfür kommen vor allem die zahlreichen aro-



17

matischen Aminosäuren im mittleren Abschnitt des aktiven Zentrums in Betracht. Durch

Wechselwirkungen mit ihrem π-Elektronensystem sind sie in der Lage, Carbokationen zu

stabilisieren (JOHNSON et al., 1987; DOUGHERTY, 1996). Auch die ungepaarten Elektronen-

paare der Hydroxylgruppen der Tyrosinreste könnten stabilisierend wirken. Durch den

hydrophoben Charakter verhindern die aromatischen Aminosäuren zudem, daß Wasser-

moleküle mit den intermediären Carbokationen in Kontakt kommen. Auf diese Weise wird

eine vorzeitige Termination der Cyclisierungsreaktion verhindert. Aufgrund ihrer Lage im

aktiven Zentrum dürften die aromatischen Aminosäuren W312, W489 und F365 für die

Stabilisierung der Carbokationen C-4+, C-10+ und C-8+ verantwortlich sein (zur Numerie-

rung der Carbokationen siehe Abbildung 7). Die sauren Reste D374 und D377 sowie die

Hydroxylgruppen von Y609 und Y612 dürften ebenfalls an der Stabilisierung beteiligt

sein. Bei den nächsten Carbokationen dürften diese Funktionen die Reste W169 (C-13+),

F601 (C-18+) und F605 (C-22+) übernehmen (WENDT, 1997; WENDT et al., 1999).

Nach dem Reaktionsstart im oberen und der Cyclisierungen im mittleren Bereich des akti-

ven Zentrums kommt es abschließend im unteren polaren Abschnitt zur Termination der

Reaktion. Dazu muß die positive Ladung aus dem Substratmolekül eliminiert werden. Bei

der Hopenbildung geschieht dies durch Abspaltung eines Protons vom Hopanyl-Kation.

Jedoch liefert die Röntgenstruktur keinen Hinweis auf eine geeignete Aminosäure an die-

ser Position, die die Funktion einer katalytischen Base übernehmen könnte. Aus diesem

Grund wird vermutet, daß diese Funktion von einem polarisierten Wassermolekül über-

nommen wird. Die Polarisierung wird durch weitere Wassermoleküle erreicht, die durch

Wasserstoffbrücken zwischen den Aminosäuren E45, E93, R127 und Q262 festgehalten

werden. Dagegen kommt es zur Bildung des schon lange bekannten Nebenprodukts

Diplopterol (SECKLER & PORALLA, 1986), wenn das erste Wassermolekül stattdessen als

Hydroxyl-Ion auf das Hopanyl-Kation übertragen wird

Aus massenspektrometrischen Analysen der Produkte der SHC ist schon länger bekannt

gewesen, daß 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 häufigsten Nebenprodukte, die mengenmä-

ßig 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, daß eine vorzeitige Termination der Cyclisierungsreaktion,

die zu eben diesen tetracyclischen Verbindungen führt, durch das Enzym nicht vollständig

unterdrückt werden kann.
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Abbildung 7: Reaktionsmechanismus der Squalen-Cyclisierung durch die SHC von A. acido-
caldarius (verändert nach PALE-GROSDEMANGE et al., 1998). Ausgehend vom Squalen in der all-
prä-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 Platzgründen ist die Seitenkette ab
dem Isodammarenyl-Kation um 180° um die C-17/C-20-Bindung gedreht dargestellt. Die Positio-
nen der intermediären Carbokationen sind unter Verwendung der Atomnumerierung im Hopenmo-
lekül angegeben. ����: Bei entsprechender Orientierung der Seitenkette kann das C-13-Carbokation
auch direkt zum Dammarenyl-Kation ohne Umweg über das Isodammarenyl-Kation cyclisiert wer-
den.
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Gleichzeitig konnte damit auch nachgewiesen werden, daß bei der Reaktion der SHC ne-

ben der Cyclisierung auch Verschiebungen von Methylgruppen und Protonen vorkommen,

wie dies schon länger von den Reaktionen der Oxidosqualen-Cyclasen bekannt ist.

Über den Mechanismus der Produktfreisetzung kann bisher nur spekuliert werden. Auf-

grund des hydrophoben Charakters von Hopen ist anzunehmen, daß es wieder in die Cyto-

plasmamembran zurückgeführt wird. Wie das starre Ringsystem des Hopens dabei durch

den engen Kanal aus dem Enzym-Inneren heraustransportiert wird, ist bisher noch nicht

geklärt. Eventuell ist eine Erweiterung dieser Engstelle durch mobile Loops des Proteins

möglich (WENDT et al., 1999). Hierfür könnte die bei der Cyclisierungsreaktion freiwer-

dende Energie von ca. 200 kJ/mol einen Beitrag leisten (WENDT et al., 1997).

Dies alles macht deutlich, daß die Aufklärung der Röntgenstruktur der SHC von A. acido-

caldarius einen wichtigen Meilenstein in der Erforschung der Funktion von Triterpen-

Cyclasen darstellt, aber damit noch längst nicht alle Fragen gelöst sind. Dazu gehören zum

Beispiel die bei der Reaktion ablaufenden dynamischen Prozesse, die unter anderem zu

einer Verkürzung des Squalenmoleküls während der Cyclisierungsreaktion führen. Inzwi-

schen wurde auch die Vorstellung geäußert, daß das Substrat während der Reaktion seine

Position im aktiven Zentrum verändern könnte (WENDT et al., 1999).

Bisher liegen noch keine Strukturdaten eines Cokristalls von SHC und Squalen oder einem

der bekannten Produktmoleküle vor, sodaß die genaue Lage dieser Moleküle zu den ein-

zelnen Aminosäuren des aktiven Zentrums noch nicht eindeutig geklärt ist. Hier konnten in

der letzten Zeit mit der Aufklärung der Röntgenstruktur 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 ermöglichen es, die Funktion der Aminosäuren des aktiven

Zentrums der SHC bei der Cyclisierungsreaktion nun durch gezielte Mutagenese zu erfor-

schen. Hier gilt es herauszufinden, wie die einzelnen Aminosäuren durch ihren Einfluß auf

die Substratfaltung, die Stabilisierung der intermediären Carbokationen oder die Termina-

tion die Art der gebildeten Reaktionsprodukte mitbestimmen. Kann die Produktspezifität

auf wenige Aminosäuren begrenzt werden, dann reichen geringe Veränderungen bei diesen

Aminosäuren aus, um zu deutlich veränderten Reaktionsprodukten zu gelangen. So konnte

inzwischen durch den Austausch einer einzigen Aminosäure z. B. eine Lupeol-Cyclase in

eine β-Amyrin-Cyclase und umgekehrt eine β-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 für die

Vielfalt der bekannten Triterpen-Verbindungen verantwortlich ist, besser zu verstehen.

Gleichzeitig eröffnen diese Kenntnisse auch die Möglichkeiten, durch die Konstruktion

chimärer Proteine oder durch gezieltes „protein engineering“ neue Enzyme mit veränderten

oder neuen Eigenschaften zu konstruieren. So konnten inzwischen chimäre 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 chimäre Triterpen-Cyclasen sind inzwischen beschrieben

worden. Hierfür wurden durch „domain shuffling“ Teile des Gens der β-Amyrin-Cyclase

von Panax ginseng und der Lupeol-Cyclase von Arabidopsis thaliana kombiniert. Im

Aktivitätstest des exprimierten Genkonstruktes konnten sowohl β-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 für die Enzymaktivität notwendige minimale Proteingröße

festzustellen. Durch diese Deletionen sollte gleichzeitig auch die Zahl der potentiellen

Aminosäuren des aktiven Zentrums der SHC eingeschränkt werden, damit diese Amino-

säuren dadurch leichter identifiziert und dann näher analysiert werden könnten.

Da noch im Verlauf dieser Arbeit mit der Aufklärung der 3D-Struktur der SHC gerechnet

werden konnte, sollten diese Informationen dann dazu genutzt werden, gezielt die so iden-

tifizierten Aminosäuren des aktiven Zentrums durch Alanin zu ersetzten. Sollten diese

Mutationen Auswirkungen auf die Enzymaktivität und das Produktspektrum haben, dann

sollten diese Veränderungen auch Rückschlüsse auf die Funktion dieser Aminosäuren im

aktiven Zentrum bei der Substratfaltung und der Stabilisierung intermediärer Carbokatio-

nen ermöglichen und damit zu einem besseren Verständnis des katalytischen Mechanismus

der SHC führen.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Geräte
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:
Halbmicroküvetten

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:
DB5-Kapillarsäule (30 m; 0,32 mm i.D.; 1,0 µm Schichtdicke)

LKB, Freiburg:
Multiphor NovaBlot 2117-250
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Macherey-Nagel, Düren:
Nucleobond AX-100, NuleoSpin-Kit, GC/MS-Säule Optima-5-MS (15 m, 0,25 mm
i.D., 0,25 µm 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-Gerät

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

peqlab, Erlangen:
IPTG, Agarose-Gelelektrophoresekammern

Pharmacia, Freiburg i. Br.:
E. coli JM105, pUC18, 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, Ni2+-NTA-Agarose, Ni2+-NTA-Spin Kit

Roth, Karlsruhe:
RotiphoreseGel 30, Roti®-Load Proteinauftragspuffer, IPTG, RNase, TRIS, SDS,
X-Gal

Schleicher & Schuell, Einbeck:
Einmal-Sterilfilter 0,2 µm

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 Bakterienstämme, Plasmide und Oligonukleotide

2.2.1 Escherichia coli Stämme

Stamm Genotyp Referenz

JM83 F-, ara∆(lac-proAB), rpsL (Strr), [φ80d lac∆
(lacZ) M15], thi

YANISH-PERRON et al.,
1985

JM101 F´ traD36 lacIq ∆(lacZ)M15 proA+B+/ supE
thi ∆ (lac-proAB)

YANISH-PERRON et al.,
1985

JM105 thi, rpsL (Strr), endA, sbcB15, hsdR4, supE,
D(lac-proAB), F' [traD36, proAB+, lacIq,
lacZDM15]

YANISH-PERRON et al.,
1985

DH5α deoR, endA1, gyrA96, hsdR17(rk
- mk

+), re-
cA1, relA1, subE44,  thi-1, ∆(lacZYA-
argFV169), φ80δlacZ∆´M15, F-, λ-

HANAHAN, 1983

BMH 71-18 mutS supE, thi-1, ∆(lac-proAB), F´[proAB+, lac Iq

Z∆M15], mutS::Tn10
ZELL & FRITZ, 1987

2.2.2 Klonierungsvektoren

Vektor Resistenz / Größe Referenz

pUC18 Ampr, 2686 bp YANISH-PERRON et al., 1985

pUC19 Ampr, 2686 bp YANISH-PERRON et al., 1985

pQE-8 Ampr, 3,4 kb QIAGEN

pKK223-3 Ampr, 4584 bp BROSIUS & HOLY 1984

2.2.3 Plasmide

Plasmid Beschreibung Herkunft

PCyc pCyc mit N-terminalem His6-tag FEIL (1996)

pCyc-DelN1 pCyc mit Deletion der Aminosäuren A2 - E7 diese Arbeit

pCyc-DelN2 pCyc mit Deletion der Aminosäuren A2 - N39 diese Arbeit

PKSHC SHC über EcoR I/Pst I in pKK223-3 WENDT (1994)

pUC-CycC Xba I/Sac I-Fragment aus pKSHC in pUC18 diese Arbeit

pUC-CycD Sac I/BamH I-Fragment aus pKSHC in pUC18 diese Arbeit

pUC-CycE BamH I/Pst I-Fragment aus pKSHC in pUC18 diese Arbeit

pUC-CycDE Sac I/Pst I-Fragment aus pKSHC in pUC18 diese Arbeit

pUC-CycD420 pUC-CycD mit Y420A-Mutation diese Arbeit

pUC-CycD451 pUC-CycD mit H451A-Mutation diese Arbeit
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Plasmid (Forts.) Beschreibung Herkunft

pUC-CycD489 pUC-CycD mit W489A-Mutation diese Arbeit

pUC-CycE601 pUC-CycE mit F601A-Mutation diese Arbeit

pUC-CycDE420 Sac I/Hind III –Fragment mit Y420A-Mutation aus
pUC-CycD420 in pUC-CycDE

diese Arbeit

pUC-CycDE451 Sac I/Pst I-Fragment mit H451A-Mutation aus
pUC-CycD451 in pUC-CycDE

diese Arbeit

pUC-CycDE489 Sac I/Pst I-Fragment mit W489A-Mutation aus
pUC-CycD489 in pUC-CycDE

diese Arbeit

pUC-CycDE601 Sac II/Pst I-Fragment mit F601A-Mutation aus
pUC-CycE601 in pUC-CycDE

diese Arbeit

2.2.4 5´-Fluorescein-markierte Sequenzierprimer

Primer Sequenz

M13 Universal f-CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT

M13 Reverse f-CAGGAAACAGCTATGAC

seq1 f-GTCTCCACGAGGTATTGC

seq2 f-GCCGTAGAGGTAATTGAC

seq3 f-CGACAATCCAGCGGAATC

seq4 f-CGACATGACGCAGCATCC

AaSeq1 f-CTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAG

AaSeq2 f-GAGAATCTTGAGGCCGATGAG

PKKcycN f-GCTGTTGACAATTAATCATC

PKKcycC 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 können durch Restriktionsverdau mit die-

sem Enzym wegen der zusätzlich eingefügten bzw. durch stille Mutation zerstörten

Schnittstelle anhand des veränderten Restriktionsfragmentmusters erkannt werden. Bei den

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

der Mutagenese durch den Selektionsprimer veränderten 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 eingeführten Deletionen.

2.2.5 Mutageneseprimer

Primer Sequenz Enzym

DelN1 CACCATCACCATCAC↓GCGCCAGCCTACGCGCGGAC Nae I

DelN2 CACCATCACCATCAC↓GTGACGATGGAAGCGGAG Eco72 I

DelC1 CCGCCACGTGTTTCCG↓TGAGGCCTGCGATGGGATCTG Stu I

DelC2 ATAAATAAGCTTGGATC↓CGGAAACACGTGGCGGTACA Hind III
BamH I

DelC3 GACGGCGGCTGGGAT↓TAATAGTGAGCTCGTACTACACCGGCAC Sac I

Eco153+ CGCCATCGAATGAATTCGGAGCGCCAAGA EcoR I

Bam1846- CCGCTCGTACGAAGATCCGGCGTACGCGGGTAA BamH I

Y420A GGCGGTTGGGGCGCTGCAGACGTCGACAACACG Pst I

H451A AGAGGACCTCACCGCCGCGGTGCTCGAGTGTTTC Sac II

W489A AGCTGGTTCGGTCGTGCCGGCGTCAATTACCTC NgoM I

F601A ACTACACCGGCACGGGAGCTCCAGGGGATTTCTAC Sac I

2.2.6 Selektionsprimer

Primer Sequenz Enzym

Switch Oligo CTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTT EcoR V

PKKmut TATTTCACACCGCATATTGTGCACTCTCAG Nde I

pUC-SspIA AAATGCTTCAATAACATTGAAAAAGGAAGAG Ssp I

pUC-SspIB CTCTTCCTTTTTCAATCTTATTGAAGCATTT Ssp I

2.3 Nährmedien und Kulturbedingungen

2.3.1 Nährmedien

Alle Medien wurden mit H2Odeion angesetzt und 20 min bei 121 °C autoklaviert. Die übli-

chen Selektionsantibiotika wurden den Medien zu folgenden Endkonzentrationen vor dem

Beimpfen zugegeben:

Ampicillin: 100 µg × ml-1 (in H2Odeion. gelöst und sterilfiltriert)
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Tetracyclin: 50 µg × ml-1 (in Ethanol gelöst)

• LB Broth Base (Fertigmedium) 20 g × l-1

• LB für 20 l-Fermenter (pH 7,0): 200 g BactoTrypton

100 g Hefeextrakt

200 g NaCl

• LB Agar (Fertigmedium) 32 g × l-1

• M9-Minimalmedium:

10×-Salz-Stammlösung (500 ml): 30 g Na2HPO4

15 g KH2PO4

5 g NH4Cl

2,5 g NaCl

5 ml MgSO4 × 7 H2O (0,246 g × ml-1)*

0,5 ml CaCl2 × 6 H2O (0,147 g × ml-1)*

* getrennt autoklavieren

Glucose-Stammlösung: 0,2 g × ml-1 in H2O

Thiamin-Stammlösung: 1 mg × ml-1 Thiamin-HCl in H2O, sterilfiltriert

Streptomycin-Stammlösung: 10 mg × ml-1 Streptomycinsulfat in H2O,

sterilfiltriert

M9-Flüssigmedium: 10 % Salzstammlösung

2 % Glucosestammlösung

1 µg × ml-1 Thiamin

25 µg × ml-1 Streptomycin

M9-Agar: wie M9-Flüssigmedium, mit 15 g × l-1 Bactoagar

2.3.2 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der Zellen in Flüssigkultur erfolgte in Reagenzgläsern mit 5 ml Medium,

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

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

einem Schüttler 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 für weitere 4 h im Schüttler inkubiert. Für Großansätze wurde ein 20 Liter-
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Fermenter (37 °C, 100 Upm, Belüftung: 10 l × min-1) eingesetzt. Agarplatten wurden im

Brutschrank über Nacht bei 37 °C inkubiert.

Lyophilisierte Zellen von E. coli JM105 wurden in 1 ml LB-Medium über Nacht inkubiert

und zur weiteren Vermehrung auf M9-Minimalmedium mit Thiamin und Streptomycin

überimpft und davon für die Stammhaltung Glycerinkulturen (siehe 2.3.3) angelegt. Trans-

formierte Zellen von E. coli JM105 wurden wie die anderen E. coli Stämme in LB-

Medium kultiviert.

2.3.3 Stammhaltung

Alle Stämme auf Agarplatten wurden bei 4 °C im Kühlschrank gelagert und alle 4 - 6 Wo-

chen auf neue Platten überimpft. Für Glycerinkulturen wurden 1 ml einer Übernacht-

Flüssigkultur mit 1,5 ml sterilem Glycerin in Glasröhrchen (Schraubdeckel mit Teflon-

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

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Für die Isolierung von „mini-prep“ DNA wurde die Boiling-Lysis-Methode (HOLMES &

QUIGLEY, 1981) verwendet. Dazu wurden 2 - 4 ml einer Übernacht-Flüssigkultur bzw. 2

ml einer mit 5 ml Saline abgespülten Agarplatte abzentrifugiert und das Zellpellet in 250

µl STET-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 10 µl einer RNase/Lysozym-Lösung

wurde der Ansatz 3 min im Wasserbad gekocht und abzentrifugiert (20 min). Der Über-

stand wurde in ein neues Cup überführt und 250 µl Ammoniumacetat (5 M) sowie 500 µl

Isopropanol zugegeben und erneut zentrifugiert (20 min). Der Überstand wurde dekantiert,

das Pellet 1 - 2 × mit eiskaltem 70 %igen Ethanol gewaschen, bei Raumtemperatur ge-

trocknet und je nach Größe des DNA-Pellets in 50 - 100 µl TE-Puffer gelöst.

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-Lösung: 1 mg × ml-1 RNase

10 mg × ml-1 Lysozym

50 mM Tris (pH 8,0)

Saline: 8 g × l-1 NaCl

1 g × l-1 MgSO4 × 7 H2O

DNA für Anwendungen mit höheren Reinheitsansprüchen (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 Übernachtkultur nach Anleitung des Herstellers iso-

liert.

2.4.2 Quantifizierung von DNA

Isolierte Plasmid-DNA wurde im GeneQuant Photometer durch Bestimmung der Absorp-

tion bei λ = 260 nm quantifiziert. Für die Messung wurden 0,5 - 1 µl des DNA-Isolates

eingesetzt und mit H2Odeion. auf 80 µl aufgefüllt.

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 anschließend 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 µl wurde für maximal 16 Stunden im Kühl-

schrank inkubiert. Vor der Weiterverwendung wurde die Ligase durch Inkubation des An-

satzes für 10 min bei 65 °C inaktiviert.
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2.4.5 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 (λ = 578 nm) von 0,5 ± 0,03 im Schüttler inkubiert. Die Kultur wurde anschließend

mit Eis schnellstmöglich heruntergekühlt, weitere 20 min auf Eis inkubiert und in einer

vorgekühlten Zentrifuge abzentrifugiert (4 °C, 5 min, 1.200 × g). Die Zellen wurden in 10

ml eiskaltem, sterilem TSS-Puffer resuspendiert, zu je 200 µl 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 MgCl2 × 6 H2O

2.4.6 Transformation

Für die Transformation wurden 90 µl der kompetenten Zellen verwendet und mit 10 µl

DNA-Lösung (Ligationsansatz oder Restriktionsverdau) 20 min auf Eis inkubiert. Nach

einem Hitzeschritt im Wasserbad (42 °C, 70 s) nochmals für 2 min auf Eis, dann mit 300

bis 500 µl LB-Medium ca. 50 min im Schüttler inkubiert (Erholungsphase). Anschließend

wurden die Kulturen auf den entsprechenden Selektionsplatten mit einem Drigalski-Spatel

ausplattiert und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Alternativ erfolgte die In-

kubation über Nacht in 5 ml LB-Medium im Schüttler.

2.4.7 Ortsspezifische Mutagenese

Mutationen wurden nach der Methode von DENG & NICKOLOFF (1992) mit dem Transfor-

mer™ Site-directed Mutagenesis Kit durchgeführt. Die verwendeten Selektions- und Mu-

tageneseprimer wurden zuerst phosphoryliert (1 µg DNA, 1 µl T4 Polynucleotid-Kinase, 2

µl 10× Kinase Puffer mit H2Odeion. auf 20 µl aufgefüllt und 1 h bei 37 °C inkubiert, danach

die Reaktion durch 10 min Inkubation bei 65 °C abgestoppt.

10× Kinase Puffer (pH 7,5): 500 mM Tris

100 mM MgCl2

50 mM DTT

10 mM ATP
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Anschließend wurden jeweils 1 µl der phosphorylierten Primer mit 1 µg Plasmid-DNA, 2

µl 10× Annealing-Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 µl im Wasserbad 3 min gekocht

und auf Eis 5 min abgekühlt.

10× Annealing-Puffer (pH 7,5): 200 mM Tris

100 mM MgCl2 × 6 H2O

500 mM NaCl

Zur DNA-Synthese wurde diesem Ansatz 3 µl 10× Synthese-Puffer 1 µl T4 DNA Polyme-

rase und 1 µl T4 DNA Ligase zugegeben und auf ein Endvolumen von 30 µl mit H2Odeion.

aufgefüllt und 1 - 2 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70 °C für

5 min abgestoppt.

10× 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 µl-Aliquot dieser Re-

aktion mit dem entsprechenden Selektions-Restriktionsenzym in einem Gesamtvolumen

von 30 µl bei 37 °C 1 - 2 h verdaut. Danach wurde das Restriktionsenzym wieder hitze-

inaktiviert.

Von diesem Restriktionsansatz wurden 10 µl für die Transformation von E. coli BMH 71-

18 mutS verwendet (siehe 2.4.6) und die Zellen nach der Erholungsphase in 5 ml LB im

Schüttler über 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

JM83 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

zusätzlich eingeführt bzw. zerstört wurde. Zur Verifizierung der Mutation wurde von ent-

sprechenden Klonen die Plasmid-DNA abschließend sequenziert (siehe 2.4.10).
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2.4.8 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese wurde ultrareine Agarose

(GIBCO) mit einer Agarosekonzentration von 1 % verwendet. Sowohl für die Herstellung

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

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

1 mM EDTA

Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 6× DNA-Probenpuffer versetzt. Nach dem

Gellauf wurden die Gele in einer Ethidiumbromidlösung gefärbt, einige Zeit in Leitungs-

wasser entfärbt und auf einem UV-Tisch bei λ = 254 nm zu Dokumentation mit einer Pola-

roidkamera fotografiert (Polaroidfilm 667).

6×-DNA-Probenpuffer: 0,25 % Bromphenolblau [w/v]

0,25 % Xylencyanol [w/v]

30 % Glycerol [v/v]

50 mM EDTA

2.4.9 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

DNA-Fragmente für Ligationen wurden aus Agarose-Gelen mit dem Qiaex Gel Extraction

Kit oder mit Hilfe von Genelute Agarose Spin Column isoliert. In beiden Fällen wurde

dabei nach den Herstellerangaben vorgegangen.

2.4.10 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden nach dem Prinzip der Didesoxy-Kettenabbruchmethode

(SANGER et al., 1977) mit dem AutoReadTM Sequencing Kit und dem A.L.F.TM DNA Se-

quencer durchgeführt. Für Sequenzierungen wurde mit NucleoBond AX-100 isolierte

DNA verwendet, wobei ca. 10 µg DNA in 8 µl H2Obidest 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.

Zusätzlich wurden Sequenzierungen mit M13 Universal-/Reverse-Primern auch von der

Firma 4base-Lab GmbH, Reutlingen durchgeführt. 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, daß über eine Restriktionsschnittstelle in der Pri-

mersequenz die Umklonierung des PCR-Fragments in einem neuen Vektor möglich wurde.

Die PCR-Reaktion erfolgte standardmäßig in einem Volumen von 50 µl und enthielt:

0,1 µg Template-DNA

100 pmol Primer

0 bis 3 mM MgSO4 × 6 H2O

je 1 mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP

1 U ventTM-Polymerase

5 µl 10× ventTM-Polymerase-Puffer

0,5 µl BSA

mit H2Obidest auf 50 µl auffüllen

Jeder Ansatz wurde mit 50 µl Mineralöl überschichtet. Die Amplifikation erfolgte über 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 übertragen und dort durch eine immunologische Färbereaktion nachgewiesen

(TOWBIN et al., 1979; OCHS, 1990). Dazu wurde das Gel 10 min im Kathodenpuffer inku-

biert. Für den Transfer wurden auf die Anodenplatte der Blot-Apparatur (LKB) in folgen-

der Reihenfolge 4 Filterpapiere (getränkt in Anodenpuffer I), 2 Filterpapiere (getränkt in

Anodenpuffer II), Nitrocellulosemembran, Gel, 6 Filterpapiere (getränkt in Kathodenpuf-

fer) und abschließend die Kathodenplatte aufgelegt.
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Kathodenpuffer: 40 mM Aminocapronsäure in 20% Methanol

Anodenpuffer I: 300 mM Tris-HCl in 20% Methanol

Anodenpuffer II: 25 mM Tris-HCl in 20% Methanol

Der Proteintransfer erfolgte bei konstanter Stromstärke (0,8 mA × cm-2) in etwa 90 min.

Anschließend wurde die Nitrocellulosemembran in H2O gespült und in 0,1 %iger wäßriger

Ponceau S-Lösung angefärbt. Die Lage der Banden des Proteinmarkers wurde auf der

Membran markiert und diese dann in H2O wieder entfärbt und dann für die immunologi-

sche Färbereaktion verwendet (siehe 2.5.3).

2.5.2 Kolonie-Western-Blot

Für eine schnelle Identifizierung von SHC-exprimierenden Klonen wurde ein Kolonie-

Western-Blot mit anschließender immunologischer Färbung durchgeführt. Dafür wurde

von den Agarplatten mit den Bakterienkolonien ein Abklatsch auf eine Nitrocellulose-

membran hergestellt. Nach 15 min Inkubation der Membran in CHCl3-Dämpfen erfolgte

die Zell-Lyse über Nacht im Lysepuffer. Nach der Lyse wurde die Membran 3 mal je 30

min mit TNT-Pufer gewaschen und dann für die immunologische Färbereaktion verwendet

(siehe 2.5.3).

Lysepuffer (pH 7,8): 100 mM Tris-HCl

150 mM NaCl

5 mM MgCl2 × 6 H2O

1,5 % BSA [w/v]

1 µg × ml-1 DNase I

40 µg × ml-1 Lysozym

TNT-Puffer (pH 8,0): 10 mM Tris-HCl

150 mM NaCl

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 anschließend 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-

schließend wurde die Membran 3 mal je 10 min mit PBST-Puffer gewaschen. Für die

zweite immunologische Reaktion wurde ein Serum mit Anti-Kaninchen IgG aus der Ziege

verwendet, die für 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 Antikörper wurden durch Waschschritte (3 mal je 10 min) mit

TBST-Puffer entfernt. Für die Farbreaktion wurde jede Nitrocellulosemembran im Dun-

keln mit 20 ml APP-Puffer inkubiert, dem jeweils frisch angesetzte 50 µl BCIP-Lösung

und 100 µl NBT-Lösung zugesetzt wurden. Zum Abstoppen der Farbreaktion wurde die

Membran mit H2O gewaschen und anschließend getrocknet.

Blocking-Puffer (pH 8,0): TNT-Puffer (siehe 2.5.2)

30 % BSA [w/v]

PBS-Puffer (pH 7,4): 10 mM K2HPO4

135 mM NaCl

5 mM KCl

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

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

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

0,05 % Triton X-100 [v/v]

TBST-Puffer (pH 8,0): 10 mM Tris-HCl

150 mM NaCl

0,05 % Triton X-100 [v/v]

APP-Puffer (pH 9,5): 100 mM Tris-HCl

100 mM NaCl

5 mM MgCl2 × 6 H2O

NBT-Lösung: 50 mg × ml-1 Nitroblau-Tetrazolium in

70 % wässriger Dimethylformamidlösung

BCIP-Lösung: 50 mg × ml-1 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 Proteinlösungen in Einmalküvetten (Schichtdicke 1

cm) mit H2O auf 500 µl aufgefüllt, mit 500 µl Reagenz I versetzt und 10 min bei Raum-

temperatur inkubiert. Nach Zugabe von 250 µl Reagenz II und weiteren 30 min Inkubation

bei RT wurde die Extinktion der Proben im Photometer bei λ = 578 nm gemessen. Bei

jeder Proteinbestimmung wurde mit verschiedenen Konzentrationen einer BSA-Lösung

jeweils eine neue Eichgerade erstellt.

Reagenz I: 1 Vol. 0,8 % NaOH

2 Vol. 5 % SDS

1 Vol. KTC-Lösung

Reagenz II: 5 Vol. H2O

1 Vol. Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz

KTC-Lösung: 10 % Na2CO3 [w/v]

0,1 % CuSO4 × 5 H2O [w/v]

0,24 % KNa-Tartrat [w/v]

2.6.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Für 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 × 8 cm (Serva Blue) bzw. 16 × 14 cm (Joey

Gel Casting System) mit einer Schichtdicke von 1 mm verwendet. Die Proben wurden mit

4× Roti®-Load Proteinauftragspuffer versetzt, im Wasserbad 3 min gekocht, kurz abzentri-

fugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit einer konstanten

Stromstärke von 35 - 45 mA pro Gel durchgeführt (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 Färbung von SDS-Gelen

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

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

Coomassie-Färbung:

Das Gel wurde mindestens 1 h in der Färbelösung geschüttelt, kurz mit H2O abgespült und

einige Stunden in der Entfärbelösung bzw. in H2O über Nacht entfärbt.

Färbelösung: 45 % H2O

45 % Ethanol

10 % Eisessig

0,2 % Serva Blau R [w/v]

Entfärbelösung: 45 % H2O

45 % Ethanol

10 % Eisessig

Silberfärbung:

Das Gel wurde zuerst mehrere Stunden im Fixier-Lösung geschüttelt. Anschließend wurde

20 min mit mehrmals gewechseltem 20 % Ethanol gewaschen, 1 min in der Imprägnierlö-

sung inkubiert und mehrmals kurz mit H2O gewaschen. Nach 30 min Inkubation in Silber-

nitratlösung wurde nochmals kurz mit H2O gewaschen und das Gel in Sodalösung ge-

schüttelt, bis eine ausreichende Färbung der Proteinbanden erreicht wurde. Zum Abstoppen

der Färbung wurde das Gel in eiskalten Fixierer gelegt. Zur Dokumentation wurden die

Gele anschließend gewässert, dann mit einem Scanner eingescannt oder zwischen Ein-

mach-Folien eingespannt und mehrere Tage bei Raumtemperatur getrocknet.

Fixier-Lösung: 50 % Methanol

12 % Eisessig

Imprägnierlösung: 150 ml H2O

75 µl Na2S2O3 [4,3 % in H2O]

100 µl Formaldehyd [37 %]

Silbernitratlösung: 150 ml H2O

100 µl Formaldehyd [37 %]

0,3 g AgNO3
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Sodalösung: 250 ml H2O

15 g NaCO3

125 µl Formaldehyd [37 %]

2,5 µl Na2S2O3 [4,3 % in H2O]

2.6.4 Überexpression der SHC in Escherichia coli

Zur Überexpression 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 für weitere 4 - 5 h inkubiert und die Zellen durch abzentrifugieren

geerntet.

2.6.5 Zellaufschluß

Der Zellaufschluß rekombinanter E. coli Zellen wurde entweder mit der French-Press oder

durch osmotischen Schock durchgeführt. Standardmäßig wurden für eine Proteinaufreini-

gung durch Metallaffinitätschromatographie ca. 3 g Zellen aus 1 l Kulturmedium aufge-

schlossen. Bei einer Proteinaufreinigung durch Anionenaustauschchromatographie wurden

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

Zellaufschluß mit der French-Press:

3 g Zellen (Feuchtgewicht) wurden in 20 ml Puffer (50 mM Tris, 10 mM MgCl2 × 6 H2O,

pH 8,0) resuspendiert und zur Herabsetzung der Viskosität mindestens 50 µl DNase-

Lösung (1µg × ml-1 in 200 mM Tris, pH 8,0) zugegeben. Unter Kühlung mit Eis wurde der

Ansatz dreimal hintereinander mit der French-Press aufgeschlossen. Um einen verbessertes

Ergebnis zu erzielen, wurde der Zellaufschluß abschließend noch mit Ultraschall behandelt

(3× je 3 min)

Zellaufschluß 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 × 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 µl DNase- Lösung (1µg × ml-1 in 200

mM Tris, pH 8,0) und 0,47 ml PMSF-Lösung (100 mM in Ethanol) zugegeben und über
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Nacht im Gefrierschrank bei -20 °C gelagert. Die Zellsuspension wurde aufgetaut, 220 ml

H2Obidest zugegeben und auf Eis solange gerührt, bis eine möglichst homogene Durchmi-

schung erreicht wurde. Anschließend wurde unter weiterer Kühlung mit Eis der Zell-

aufschluß dreimal je 3 min mit Ultraschall behandelt.

Für großvolumige Enzymtests zur Isolierung der Enzymprodukte für die Strukturaufklä-

rung wurde der Zellaufschluß zur Vereinfachung wie folgt durchgeführt: 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 µl DNase- Lösung (1µg × ml-1 in 200 mM Tris, pH

8,0) und 1 ml PMSF-Lösung resuspendiert und eingefroren. Die aufgetaute Suspension

wurde mit H2Obidest auf ein Endvolumen von ca. 500 ml aufgefüllt und ebenfalls mit Ultra-

schall behandelt.

Nach dem Zellaufschluß wurde der gewonnene Rohextrakt entweder direkt für die En-

zymtests (siehe 2.5.10) verwendet oder für die säulenchromatographische Aufreinigung

der SHC (siehe 2.5.9 - 2.5.10) durch Membranpräparation (siehe 2.5.6) und Hitzedenatu-

rierung (siehe 2.5.7) weiter angereichert. Bis zur Weiterverwertung erfolgte die Lagerung

des Zellhomogenats bei 4 °C.

2.6.6 SHC-Anreicherung durch Membranpräparation

Zur Membranpräparation wurde das Zellhomogenat nach dem Aufschluß 60 min bei

40.000 × g abzentrifugiert und der Überstand (Cytoplasma) anschließend verworfen, Das

Pellet, bestehend aus innerer und äußerer Zellmembran sowie nicht aufgeschlossenen Zel-

len, wurde in Triton X-100 haltigem Puffer resuspendiert, um die SHC mit diesem Deter-

genz aus der Membran herauszulösen (SCHNAITHMANN, 1971). Für die beiden säulen-

chromatographischen Aufreinigungsmethoden wurden unterschiedliche Solubilisie-

rungspuffer verwendet, in denen das Pellet durch vortexen sowie mit Hilfe eines Potters

homogenisiert und resuspendiert wurde.

Membranpräparation für Metallaffinitätschromatographie:

Solubilisierungspuffer (pH 8,0): 50 mM NaH2PO4

300 mM NaCl

1 % Triton X-100 [v/v]
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Das Pellet wurde in 16 ml Solubilisierungspuffer resuspendiert, der mit H2Obidest angesetzt

wurde, um störende ionische Wechselwirkungen bei der nachfolgenden Reinigungsschrit-

ten zu vermeiden.

Membranpräparation für Anionenaustauschchromatographie:

Solubilisierungspuffer (pH 8,0): 50 mM Tris

10 mM MgCl2 × 6 H2O

1 % Triton X-100 [v/v]

Das Pellet wurde in 60 ml Solubilisierungspuffer resuspendiert.

Um Proteaseaktivitäten während der Aufarbeitung zu unterbinden, wurden 0,5 ml PMSF-

Lösung (100 mM in Ethanol) zugegeben. Zur Abtrennung der solubilisierten Proteine von

den Membranresten wurde erneut 1 h bei 40.000 × g abzentrifugiert und diesmal der Über-

stand weiterverarbeitet.

2.6.7 SHC-Anreicherung durch Hitzedenaturierung

Da die SHC von A. acidocaldarius aus einem thermophilen Organismus stammt, weist sie

eine wesentlich höhere Temperaturstabilität als die meisten Proteine von E. coli auf. Durch

eine Hitzebehandlung kann sie deshalb selektiv angereichert werden, während die Wirts-

proteine aus E. coli durch Hitzedenaturierung dabei zerstört werden und abgetrennt werden

können (SECKLER, 1984, OCHS, 1990).

Um eine möglichst schnelle Erhitzung zu gewährleisten, wurde das Solubilisat in Rea-

genzgläser gefüllt und diese in ein Wasserbad bei 60 °C gestellt. Sobald im Solubilisat eine

Temperatur von 56 °C erreicht wurde, wurde noch für weitere 7 min inkubiert. Bei Mu-

tanten mit reduzierter Thermostabilität wurden diese Temperaturen entsprechend der Ver-

suchsergebnisse (siehe 2.6.8) reduziert. Der Ansatz wurde anschließend mindestens 30 min

auf Eis abgekühlt, um eine Renaturierung der ausgefallenen Proteine zu verhindern. Die

ausgefallenen Proteine wurden durch Zentrifugation (1 h bei 40.000 × g) abgetrennt. Der

Überstand wurde entgast und für die weitere säulenchromatographische Aufreinigung ver-

wendet.
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2.6.8 Thermostabilität der SHC

Um eventuell hitzelabile SHC-Mutanten bei der Aufreinigung durch den Hitzedenaturie-

rungsschritt nicht zu zerstören, wurden vorher mit dem Zellhomogenat Vorversuche zur

Thermostabilität des Enzyms unternommen. Dazu wurden 50 µl Aliquots im Wasserbad

für 5 und 10 min bei 40, 45, 50, 55, 60 und 65 °C inkubiert und anschließend mindestens

30 min auf Eis abgekühlt. Ausgefallene Proteine wurden abzentrifugiert (30 min, 17.000

Upm) und der Überstand abgenommen. Der Niederschlag wurde in 20 µl H2O und 8 µl

Proteinprobenpuffer resuspendiert. Vom Überstand wurden 20 µl mit 8 µl Proteinproben-

puffer gemischt, alle Proben 3 min im Wasserbad gekocht und auf ein SDS-Gel aufgetra-

gen. Die Auswertung der gefärbten Gelen erfolgte mit der Gel-Densitometrie (siehe 2.8.5).

Damit wurde die Temperatur bestimmt, bei der der größte Teil der SHC noch im Über-

stand gelöst vorlag, die dann bei der Proteinreinigung für den Hitzedenaturierungsschritt

verwendet wurde.

2.6.9 Proteinreinigung durch Metallaffinitätschromatographie

Zur Aufreinigung der SHC mit N-terminalem His6-tag durch Metallaffinitätschroma-

tographie wurde Säulenmaterial und NTA-Agarose mit Ni2+ bzw. Cu2+ als Metallionen von

Qiagen verwendet. Alle Puffer bei dieser Reinigung wurden mit H2Obidest angesetzt, um

störende ionische Wechselwirkungen mit dem Säulenmaterial zu verhindern. Die Säulen

wurden nach Herstellerangaben gepackt und mit Phosphatpuffer (50 mM NaH2PO4, 300

mM NaCl, 2 mM Imidazol, pH 8,0) äquilibriert. Die Proteinlösung nach dem Hitzedenatu-

rierungsschritt wurde ebenfalls Imidazol zugegeben (2 mM) und auf die Säule aufgetragen.

In mehreren Waschschritten wurde die Säule mit dem jeweils 5 bis 10fachen Säulenvolu-

men gespült. Dem dafür verwendetem Phosphatpuffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl,

pH 8,0) wurde 10 % Glycerin und steigende Konzentrationen von Imidazol zugegeben

(siehe 3.2.2). Für die Elution der SHC wurde zweimal das 5fache Säulenvolumen Phos-

phatpuffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8,0) mit 30 % Glycerin und 150 mM

bzw. 250 mM Imidazol aufgetragen. Der Säulendurchlauf 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 Säule mit 2,5 cm Durchmesser verwendet. Das Säulenmaterial wur-
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de zuerst mit 4 M NaCl-Puffer (4 M NaCl, 50 mM Tris, 10 mM MgCl2 × 6 H2O, pH 8,0)

gewaschen und anschließend mit NaCl-freiem Waschpuffer (50 mM Tris, 10 mM MgCl2 ×

6 H2O, pH 8,0) äquilibriert. Die entgaste Proteinlösung wurde mit einer Geschwindigkeit

von 3,5 - 4 ml × min-1 auf die Säule aufgetragen und anschließend solange mit Waschpuf-

fer gespült, bis die UV-Absorption bei λ = 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 MgCl2 × 6 H2O, pH 8,0). Abschließend wurde die Säule wieder mit

dem 4 M NaCl-Puffer gespült. 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-Aktivität wurden entweder mit dem Rohextrakt nach

Zellaufschluß oder mit dem aufgereinigten Enzym durchgeführt. Zur Solubilisierung von

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

Standardenzymtest nach OCHS (1990):

Squalenlösung: 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 Squalenlösung wurde diese mindestens 3 min mit Ultraschall

homogenisiert.

Testansatz: 100 µl Na-Citrat (1 M, pH 4,9)

100 µl Squalenlösung

max. 800 µl Enzymlösung

mit H2Odeion auf 1 ml auffüllen

Die Enzymtest wurden im Heizblock in der Regel 1 h bei 60 °C inkubiert und anschließend

die Lipide für die weitere Analyse daraus extrahiert (siehe 2.6.1). Bei den SHC-Mutanten

wurde wie schon beim Hitzedenaturierungsschritt eine niedrigere Inkubationstemperatur

(50 °C) verwendet. Bei geringer Enzymaktivität wurde über Nacht inkubiert.
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Modifizierte Testvorschrift für großvolumige Enzymtests:

Für die großvolumigen Enzymtests (Gesamtvolumen > 500 ml) wurde die Durchführung

der Tests etwas modifiziert.

Squalenlösung (Angaben pro Test): 65 ml Na-Citrat (0,1 M, pH 6,5)

0,5 ml Triton X-100

100 µl Squalen (≈ 85 mg)

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

homogenisiert.

Testansatz: ca. 500 ml Zellhomogenat (siehe 2.5.5)

65 ml Na-Citrat (1 M, pH 4,9)

5 ml Triton X-100

Der Testansatz wurde auf einem Magnetrührer bei Raumtemperatur einige min gerührt, um

eine gute Durchmischung der Lösung und eine Solubilisation der SHC zu gewährleisten.

Anschließend wurde die homogenisierte Squalenlösung zugegeben, der Ansatz gut durch-

gerührt und im Wasserbad bei 50 °C für mindestens 12 h inkubiert. Anschließend wurden

die Lipide für die weitere Analysen extrahiert (siehe 2.6.1).

2.6.12 Molekulargewichtsbestimmung der SHC durch Gelfiltration

Zur Bestimmung des Molekulargewichts der detergenzfreien SHC wurden Gelfitrations-

versuche durchgeführt. Dazu wurde eine Sephacryl S-300 HR Säule (1,6 cm Durchmesser,

60 cm lang) zuerst mit einem Tris/MgCl2-Puffer (50 mM Tris, 10 mM MgCl2 × 6 H2O, pH

8,0) äquilibriert. Mit einer Flußrate von 0,5 ml × min-1 wurden dann jeweils 1 mg des über

Anionenaustauschchromatographie aufgereinigten Wildtyp-Enzyms aufgetragen und zur

Detektion die UV-Absorption bei λ = 280 nm gemessen. Für die Eichung der Säule wur-

den Proteine des High Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kits verwendet. Für

jeden Lauf wurden jeweils 500 µg (100 µg bei Ferritin) der im verwendeten Tris/MgCl2-

Puffer gelösten Eichproteine auf die Säule aufgetragen.

2.6.13 Molekulargewichtsbestimmung der SHC durch FPLC

Alternativ zur Molekulargewichtsbestimmung der detergenzfreien SHC durch Gelfiltration

wurden auch entsprechende FPLC-Versuche durchgeführt. Hierzu wurde eine Superdex
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200 HR 10/30 Säule zusammen mit dem FPLC Basic System verwendet. Von den Pro-

benlösungen wurden jeweils ca. 100 µg Protein in einem Gesamtvolumen von 200 µl mit

einer Flußrate von 0,5 ml × min-1 aufgetragen. Für die SHC wurde wieder über Anionen-

austauschchromatographie aufgereinigtes Wildtyp-Enzym verwendet. Die Eichproteine des

High Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kits wurden im Laufpuffer (50 mM

Tris, 10 mM MgCl2 × 6 H2O, 200 mM NaCl, pH 8,0) gelöst. Die Detektion der UV-

Absorption erfolgte wieder bei λ = 280 nm.

2.6.14 Limitierte Proteolyse durch Trypsinverdau

Für Versuche zur limitierten Proteolyse der SHC wurde Trypsin aus Rinderpankreas ver-

wendet. Die Protease wurde in einem Tris/CaCl2-Puffer (1 mg Protein × min-1 in 50 mM

Tris, 10 mM CaCl2 × 6 H2O, pH 8,0) gelöst. Standardmäßig wurden im Testansatz 35 µg

der über Anionenaustauschchromatographie aufgereinigten Wildtyp-SHC mit 10 µg

Trypsin gemischt und mit dem Tris/CaCl2-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 300 µl auf-

gefüllt. Die Inkubation erfolgte auf Eis bzw. bei 37 °C, wobei nach bestimmten Zeitab-

schnitten Aliquots von jeweils 25 µl entnommen wurden. Durch Zugabe von 1 µl PMSF

(100 mM in Ethanol) und 5 µl 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 für Organische Chemie und Biochemie, Universität Freiburg i. Br.

durchgeführt. Dazu wurden 250 µg gereinigte SHC mit 25 µg Trypsin versetzt und mit

Proteolysepuffer (20 mM Tris, 10 mM β-Mercaptoethanol, 0,6 % C8E4 [w/v], pH 8,0) auf

ein Gesamtvolumen von 250 µl aufgefüllt. 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 (siehe 2.5.14) wurde nach

der Anleitung von WENDT (1994) in einer Plotting-Appartur auf eine PVDF-Membran

übertragen (ca. 1,5 h bei einer Stromstärke von 0,8 mA × cm-2). Die Membran wurde mit

Ponceau S angefärbt, die 45 kDa-Bande des proteolytischen Hauptfragments der SHC aus

allen Gel-Spuren ausgeschnitten, mit H2O entfärbt und zur N-terminalen Ansequenzierung
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verwendet. Diese wurde ebenfalls in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. G.E. SCHULZ, Universität

Freiburg i. Br. durchgeführt und die beim Edman-Abbau abgespaltenen Aminosäuren

durch HPLC identifiziert.

2.7 Lipidextraktion, Reinigung und Analyse

2.7.1 Lipidextraktion aus Enzymtests

Für 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 überführt und im Heizblock bei 100 °C einge-

dampft. Die so isolierten Lipide wurden in 30 µl Hexan/Isopropanol (3:2 [v/v]) gelöst und

davon ca. 5 µl zur Analyse in den GC eingespritzt (siehe 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 anschließend über Kieselgel gereinigt. Dazu wurden

Pasteurpipetten zur Hälfte mit Kieselgel 60 gefüllt und die in 1 ml Hexan/Ethylacetat (1:1

[v/v]) gelösten Lipide aufgetragen. Zur Elution wurde zwei mal mit je 1 ml dieses Lö-

sungsmittels nachgespült und der Durchlauf in einem Glasröhrchen aufgefangen, wieder

im Heizblock getrocknet und für die GC-Analysen verwendet.

Lipidextraktion aus großvolumigen Enzymtests:

Tritonhaltige großvolumige 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 wässrige

Phase nochmals mit dem gleichen Volumen Hexan extrahiert. Die Hexanphase wurde mit

organischen Phase der ersten Extraktion vereinigt und das Lösungsmittelgemisch im Rota-

tionsverdampfer abgezogen. Für die vollständige Lösung des Rückstands wurde eine ent-

sprechende Menge Hexan/Ethylacetat (1:1 [v/v]) zugegeben. Zur Entfernung des Triton X-

100 wurde die Lipidlösung auf eine Kieselgelsäule (2,5 cm Durchmesser, Kieselgelfüllhö-

he ca. 10 - 12 cm) aufgetragen und solange mit Hexan/Ethylacetat (1:1 [v/v]) gewaschen,

bis das durch die Probe gelbgefärbte Kieselgel wieder entfärbt war. Vom Säulenmaterial
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zurückgehaltenes Lösungsmittel wurde mit Druckluft vorsichtig aus der Säule geblasen.

Der Säulendurchlauf wurde in einem neuen Kolben aufgefangene und das Lösungsmittel

am Rotationsverdampfer abgezogen. Für die GC-Analyse wurden die so extrahierten Lipi-

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

2.7.2 Lipidtrennung durch Dünnschichtchromatographie

Zur dünnschichtchromatographischen Auftrennung von Lipiden wurden DC-Fertigplatten

(Kieselgel 60, ohne Fluoreszenzindikator, 10 × 20 cm, Schichtdicke 0,25 mm) eingesetzt.

Die aus den Enzymtests mit Hexan/Isopropanol (3:2 [v/v]) extrahierten Lipide (siehe 2.6.1)

wurden auf die DC-Platten aufgetragen und für die Auftrennung wurden zwei verschiedene

Lösungsmittel 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-

felsäurereagenz (100 ml H2SO4 konz., 2 ml Formaldehyd [37 %]) besprüht 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 für die Strukturaufklärung aus den Enzymtests der SHC-Mutanten

durch verschiedene aufeinanderfolgende DC-Auftrennung in der Arbeitsgruppe Prof. Dr.

M. ROHMER, Universität Straßburg isoliert. (PALE-GROSDEMANGE et 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

Säule: Optima-5-MS-Kapillarsäule (15 m, 0,25 mm i.D., 0,25 µm

Schichtdicke)

Trägergas: Stickstoff

Detektorgase: Wasserstoff, Druckluft

Temperaturprogramm: 250 °C - 320 °C mit 4 °C × min-1, 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 für Organische

Chemie, Universität Tübingen bzw. in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. M. ROHMER, Universi-

tät Straßburg durchgeführt (TSQ-700-Spektrometer, Finnigan).

2.7.5 NMR-Analysen

Von den isolierten und aufgereinigten Lipiden aus den Enzymtests der SHC-Mutanten

wurden zur Strukturaufklärung 1H- und 13C-NMR-Spektren bei 300 K mit einem WP-400-

Spektrometer (Bruker) aufgenommen. Diese Analysen wurden in der Arbeitsgruppe Prof.

Dr. M. ROHMER, Universität Straßburg durchgeführt (PALE-GROSDEMANGE et al., 1999).

2.8 Computeranalysen

2.8.1 Analyse von DNA- und Proteinsequenzen

Für 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 für 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., siehe 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/BioInfo/ClustalX/Top.html) erzeugt und für die Darstellung

mit BOXSHADE 3.31 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) formatiert. Für

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. Für die Energieminimierung dieser Modelle

wurde das Programm MM2 (ALLINGER, 1977) verwendet. Alternativ dazu wurden 3D-

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

http://www2.ccc.uni-erlangen.de/software/corina/free_struct.html) erzeugt.

http://www.scied.com/
http://iubio.bio.indiana.edu/soft/molbio/ibmpc
http://antheprot-pbil.ibcp.fr/
http://www.accelrys.com/
http://www-igbmc.u-strasbg.fr/BioInfo/ClustalX/Top.html
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
http://www.camsoft.com/
http://www2.ccc.uni-erlangen.de/software/corina/fre_struct.html
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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/spdbv), 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-Molekülmodelle in das aktive Zentrum der SHC hinein

zu modellieren und die SHC-Mutagenesen zu simulieren.

2.8.4 Gel-Densitometrie

Gefärbte SDS-Gele wurden als 8-Bit-Graustufenbilder im TIFF-Format mit einer Auflö-

sung von 300 dpi eingescannt und mit dem Programm IMAGEJ 1.28

(http://rsb.info.nih.gov/ij) analysiert. Dafür 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 Flächeninhalte 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 Meßwerten

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.html) bzw.

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

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

beitung der so digitalisierten Daten erfolgte dann mit MICROSOFT EXCEL.

http://www.expasy.ch/
http://www.umass.edu/microbio
http://www.accelrys.com/
http://rsb.info.nih.gov/ij
http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html
http://beam.helsinki.fi/~frantz/software/g3data.php
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3. Ergebnisse

3.1 Korrektur der SHC-Sequenz

3.1.1 Neusequenzierung

Im Verlauf dieser Arbeit wurden die Aminosäuresequenzen verschiedener bakterieller

Squalen-Hopen-Cyclasen aufgeklärt. Beim Vergleich dieser Sequenzen fiel auf, daß die

Cyclasen der beiden Alicyclobacillus-Arten A. acidocaldarius und A. acidoterrestris eine

geringere Ähnlichkeit aufwiesen, als Cyclasen aus Vertretern unterschiedlicher Gattungen

(z.B. Bradyrhizobium japonicum und Rhodopseudomonas palustris). Eine genauere Ana-

lyse zeigte, daß die SHC von Alicyclobacillus acidocaldarius in einem Sequenzbereich

zwischen den Aminosäuren ~70 und ~240 die größten Abweichungen gegenüber den Se-

quenzen der anderen bakteriellen Cyclasen aufwies (Abbildung 8). Da diese Abweichun-

gen möglicherweise auf eine fehlerhafte Sequenzierung durch OCHS (1990) zurückzufüh-

ren sind, wurde der betreffende Sequenzbereich mit Hilfe der beiden Primer AaSeq1 und

AaSeq2 erneut sequenziert.
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Abbildung 8: Ähnlichkeit und Identität der Aminosäuresequenz der SHC (Angaben in Pro-
zent) von Alicyclobacillus acidocaldarius (OCHS, 1990) und A. acidoterrestris (CHOI, 1995).
Dazu wurden die beiden Sequenzen vom N-Terminus ausgehend in jeweils 60 Aminosäuren um-
fassende Sequenzabschnitte unterteilt und deren Übereinstimmungen mit den Programmen
ClustalX und BOXshade analysiert.

Bei der erneuten Sequenzierung konnten in diesem Sequenzabschnitt insgesamt sechs zu-

sätzliche 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 Aminosäuren D75 und A239 zu einer komplett neuen Aminosäure-

sequenz führen.

Erste Ergebnisse der Röntgenstrukturanalyse der SHC wiesen auf weitere Abweichungen

von der publizierten Sequenz im C-terminalen Bereich hin (U. WENDT, persönliche Mit-

teilung). Durch Sequenzierungen mit dem M13 Universal-Primer konnten hier drei Nuk-

leotidsubstitutionen nachgewiesen werden, die zu einer neuen Sequenz G600/F601 führen.

Ebenso konnten durch C. FEIL (persönliche Mitteilung) einige weitere Sequenzverände-

rungen (Insertionen und Substitutionen) identifiziert werden (A271; R322/A323; R394/

R395/R396, V448).

Alle nachgewiesenen Veränderungen der Nukleotidsequenz wurden verwendet, um eine

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

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCGCCGGCC TACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAG
M A E Q L V E A P A Y A R T L D R A V E20

TATCTCCTCTCCTGCCAAAAGGACGAAGGC TACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTC
Y L L S C Q K D E G Y W W G P L L S N V40

ACGATGGAAGCGGAGTACGTCCTCTTGTGC CACATTCTCGATCGCGTCGATCGGGATCGC
T M E A E Y V L L C H I L D R V D R D R60

↓
ATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCAC GAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTG
M E K I R R Y L L H E Q R E D G T W A L80

TACCCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACACG ACCATCGAGGCGTACGTCGCGCTCAAGTAT
Y P G G P P D L D T T I E A Y V A L K Y100

ATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAGCCGATG CAGAAGGCGCTCCGGTTCATTCAGAGCCAG
I G M S R D E E P M Q K A L R F I Q S Q120

↓ X
GGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTGTTCACG CGGATGTGGCTGGCGCTGGTGGGAGAATAT
G G I E S S R V F T R M W L A L V G E Y140

CCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCG GAGATCATGTTCCTCGGCAAGCGCATGCCG
P W E K V P M V P P E I M F L G K R M P160
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CTCAACATCTACGAGTTTGGCTCGTGGGCT CGGGCGACCGTCGTGGCGCTCTCGATTGTG
L N I Y E F G S W A R A T V V A L S I V180

ATGAGCCGCCAGCCGGTGTTCCCGCTGCCC GAGCGGGCGCGCGTCCCCGAGCTGTACGAG
M S R Q P V F P L P E R A R V P E L Y E200

X ↓↓
ACCGACGTGCCTCCGCGCCGGCGCGGTGCC AAGGGAGGGGGTGGGTGGATCTTCGACGCG
T D V P P R R R G A K G G G G W I F D A220

X ↓↓
CTCGACCGGGCGCTGCACGGGTATCAGAAG CTGTCGGTGCACCCGTTCCGCCGCGCGGCC
L D R A L H G Y Q K L S V H P F R R A A240

GAGATCCGCGCCTTGGACTGGTTGCTCGAG CGCCAGGCCGGAGACGGCAGCTGGGGCGGG
E I R A L D W L L E R Q A G D G S W G G260

XX
ATTCAGCCGCCTTGGTTTTACGCGCTCATC GCGCTCAAGATTCTCGACATGACGCAGCAT
I Q P P W F Y A L I A L K I L D M T Q H280

CCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTA GAGCTGTACGGCGTGGAGCTGGATTACGGA
P A F I K G W E G L E L Y G V E L D Y G300

GGATGGATGTTTCAGGCTTCCATCTCGCCG GTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCG
G W M F Q A S I S P V W D T G L A V L A320

↓↓↓
CTGCGCGCTGCGGGGCTTCCGGCCGATCAC GACCGCTTGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTG
L R A A G L P A D H D R L V K A G E W L340

TTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGAC TGGGCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCG
L D R Q I T V P G D W A V K R P N L K P360

GGCGGGTTCGCGTTCCAGTTCGACAACGTG TACTACCCGGACGTGGACGACACGGCCGTC
G G F A F Q F D N V Y Y P D V D D T A V380

↓↓ ↓
GTGGTGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTG CCGGACGAGCGCCGCAGGCGGGACGCCATG
V V W A L N T L R L P D E R R R R D A M400

ACGAAGGGATTCCGCTGGATTGTCGGCATG CAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTAC
T K G F R W I V G M Q S S N G G W G A Y420
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GACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAAC CACATCCCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTG
D V D N T S D L P N H I P F C D F G E V440

X
ACCGATCCGCCGTCAGAGGACGTCACCGCC CACGTGCTCGAGTGTTTCGGCAGCTTCGGG
T D P P S E D V T A H V L E C F G S F G460

TACGATGACGCCTGGAAGGTCATCCGGCGC GCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAG
Y D D A W K V I R R A V E Y L K R E Q K480

CCGGACGGCAGCTGGTTCGGTCGTTGGGGC GTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTG
P D G S W F G R W G V N Y L Y G T G A V500

GTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGAC ACGCGCGAGCCGTACATTCAAAAGGCGCTC
V S A L K A V G I D T R E P Y I Q K A L520

GACTGGGTCGAGCAGCATCAGAACCCGGAC GGCGGCTGGGGCGAGGACTGCCGCTCGTAC
D W V E Q H Q N P D G G W G E D C R S Y540

GAGGATCCGGCGTACGCGGGTAAGGGCGCG AGCACCCCGTCGCAGACGGCCTGGGCGCTG
E D P A Y A G K G A S T P S Q T A W A L560

ATGGCGCTCATCGCGGGCGGCAGGGCGGAG TCCGAGGCCGCGCGCCGCGGCGTGCAATAC
M A L I A G G R A E S E A A R R G V Q Y580

XX
CTCGTGGAGACGCAGCGCCCGGACGGCGGC TGGGATGAGCCGTACTACACCGGCACGGGC
L V E T Q R P D G G W D E P Y Y T G T G600

X
TTCCCAGGGGATTTCTACCTCGGCTACACC ATGTACCGCCACGTGTTTCCGACGCTCGCG
F P G D F Y L G Y T M Y R H V F P T L A620

CTCGGCCGCTACAAGCAAGCCATCGAGCGC AGGTGA
L G R Y K Q A I E R R -

Abbildung 9: Korrigierte Nukleotidsequenz und die daraus abgeleitete Aminosäuresequenz
der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius. Horizontale Pfeile markieren die Sequenzbereiche,
an die die beiden für die Sequenzkorrektur verwendeten Primer AaSeq1 und AaSeq2 binden. Ver-
änderungen der Nukleotidsequenz im Vergleich zu der von OCHS et al. (1992) publizierten Se-
quenz sind grau unterlegt. Dabei sind Insertionen zusätzlich mit vertikalen Pfeilen (↓), Substitutio-
nen durch ein X markiert. Bereiche mit einer veränderten Aminosäuresequenz sind fett gedruckt.
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3.1.2 Analyse der korrigierten SHC-Sequenz

Insgesamt konnten bei der Sequenzüberprüfung 12 zusätzliche Nukleotide festgestellt wer-

den. Damit umfaßt das SHC-Gen jetzt ein offenes Leseraster von 1896 bp. Die Anzahl der

Aminosäuren erhöht sich damit um vier auf jetzt 631. Neben den Sequenzveränderungen

durch zusätzliche Nukleotide konnten insgesamt neun Nukleotidsubstitutionen entdeckt

werden, die in allen Fällen zu Veränderungen der Aminosäuresequenz führten. Dadurch

erhöht sich das Molekulargewicht leicht von 69,4 kDa auf jetzt 71,5 kDa. Die Veränderun-

gen in der Aminosäurezusammensetzung sind in Tabelle 1 zusammengefaßt.

Tabelle 1: Aminosäurezusammensetzung der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius nach
der Sequenzkorrektur. In Klammern sind die Veränderungen zur publizierten Sequenz (OCHS et
al., 1992) angegeben. (1): F + W + Y; (2): F + W + Y + I + L +M + V; (3): D + E; (4): K + R

Aminosäure Anzahl Anteil (%) Aminosäure 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 V 43 (+ 4) 6,8

K 21 (+ 6) 3,3 W 25 (+ 4) 4,0

L 57 (+ 9) 9,0 Y 32 (+ 7) 5,1

aromatische1 79 (+ 18) 12,5 saure3 85 (+ 8) 13,5

hydrophobe2 219 (+ 44) 34,7 basische4 70 (- 11) 11,1

Nach der Korrektur zeigt die SHC von Alicyclobacillus acidocaldarius wesentlich größere

Übereinstimmungen mit der Sequenzen anderer bakterieller Cyclasen. Die Zahl der identi-

schen Aminosäuren 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 ähnlichen Amino-

säuren von 62,4 auf 74,4 % angestiegen. Die Werte für Sequenzidentität bzw. Sequenz-

ähnlichkeit für einige ausgewählte bakterielle Cyclasen sind in Tabelle 2 zusammenge-

stellt.
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Tabelle 2: Übereinstimmungen der Aminosäuresequenzen der SHC einiger Bakterien. Ange-
geben sind die Prozentwerte für Identität (links unter der Diagonalen) und Ähnlichkeit (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 (CHOI, 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 R. pa M. ca Z. mo

A. ac --- 74,4 48,3 49,8 48,3 47,3
A. at 63,4 --- 45,9 47,2 45,9 44,5
B. ja 37,0 33,6 --- 85,2 57,8 70,0
R. pa 38,0 35,0 77,7 --- 57,6 68,9
M. ca 36,9 34,2 46,7 48,4 --- 57,2
Z. mo 35,8 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 Aminosäuren zu identifizieren,

die für die Enzymaktivität der SHC mitverantwortlich sind. Da von C. FEIL schon Experi-

mente durchgeführt wurden, bei denen einzelne Aminosäuren in konservierten Sequenz-

motiven (QW2-Motiv, DDTAV-Motiv) durch ortspezifische Mutagenese verändert wurden

(FEIL, 1996), sollten für die vorliegende Arbeit in einem ersten Schritt Deletionsmutanten

erzeugt werden. Durch N- und C-terminale Deletionen sollte auf diese Weise die minimale

aktive Enzymgröße festgestellt werden.

Für die Deletionsmutationen wurde der Transformer Site-Directed Mutagenesis Kit

(CLONTECH) und das Plasmid pCyc verwendet, welches von C. FEIL zur Verfügung gestellt

wurde. Für dieses Plasmid wurde ein 2,2 kb großes DNA-Fragment mit dem kompletten

SHC-Gen in die Pst I-Schnittstelle von pUC18 inseriert und zusätzlich nach dem Start-

Codon der SHC 18 weitere Nukleotide mit der Sequenz (CATCAC)3 eingefügt, die für

sechs Histidin-Reste codieren. Mit Hilfe dieses N-terminalen His6-tags wird die Aufreini-

gung der SHC über eine Metallaffinitätschromatographie (siehe 3.2.2) möglich. Außerdem

wurde die singuläre 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).

Abbildung 10: Schematische Darstellung des für die Deletionsmutationen verwendeten Plas-
mids pCyc. Ausgefüllter schwarzer Pfeil: lacZ-Gen mit in die Pst I-Schnittstelle hineinkloniertem
SHC-Gen; amp: β-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 schräg schraffiert dargestellt. Durch den Selektions-
primer wird die eingezeichnete singuläre EcoR V-Restriktionsschnittstelle zerstört.

Die Mutagenesen wurden entsprechend der Anleitung von CLONTECH mit zwei Primern

durchgeführt: der Selektionsprimer zerstört die EcoR V-Schnittstelle und ermöglicht damit

einer Selektion gegen unveränderte Wildtyp-DNA. Die gewünschte Mutation wird mit

dem Mutageneseprimer erzeugt. Gleichzeitig wird durch eine stille Mutation durch diesen

Primer eine in der Zielsequenz vorhandene Restriktionsschnittstelle zerstört oder aber eine

neue Schnittstelle eingefügt (Abbildung 10). Näheres dazu ist bei der Besprechung der

einzelnen Deletionsmutanten aufgeführt (siehe 3.2.4). Dies führt bei einem Restriktions-

verdau zu einem veränderten Restriktionsfragmentmuster und ermöglicht damit die Identi-

fizierung der mutierten Klone. Bei diesen Klonen wurde die Mutation anschließend 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-

shc

amp

Pst I Pst I

EcoR V

ori

Mutageneseprimer

Selektionsprimer
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sprechend der Reinigung des WT-Enzyms auf 60 °C erhitzt. Bei der Mutante DelN2 wurde

wegen der wesentlich größeren Deletion (siehe 3.2.4) zur Sicherheit die Denaturierungs-

temperatur gleich auf 50 °C reduziert. Nach Abtrennung der denaturierten Proteine wurden

der Lösung 2 mM Imidazol zugegeben und nach Entgasung zur weiteren Reinigung durch

Metallaffinitätschromatographie auf die Ni2+-NTA-Agarose-Säulen aufgetragen. Zur Rei-

nigung wurde die Säule mit jeweils mehreren ml Phosphatpuffer mit steigenden Imidazol-

konzentrationen (10, 20, 30 und 50 mM) gespült, bevor mit Konzentrationen von 150 und

250 mM Imidazol die Cyclase eluiert wurde. Die Durchführung der Reinigung entspre-

chend der Standardvorschrift des Herstellers lieferte jedoch unbefriedigende Ergebnisse.

So war die Bindung der SHC an die Ni2+-NTA-Agarose-Säulen so schwach, daß der größte

Teil des Proteins schon bei den Waschschritten von der Säule eluiert wurde und deshalb

die Eluatfraktionen nur noch minimale Reste der SHC enthielten. Um eine bessere Bin-

dung der His6-tag-SHC zu erreichen, wurden deshalb mit EDTA die Ni2+-Ionen aus dem

Säulenmaterial herausgelöst und dieses zur Neubeladung mit Cu2+-Ionen mit CuSO4-

Lösung gespült (C. FEIL, persönliche Mitteilung). Ebenso wurden die Imidazolkonzentrati-

onen der Waschpuffer auf 2, 4, 6 und 8 mM reduziert. Der Proteingehalt der einzelnen Elu-

tionsfraktion wurde bestimmt (siehe 2.6.1). Die Gesamtausbeute in allen Eluatfraktionen

betrug ca. 1,5 bis 2,0 mg Protein je Reinigung. Für die nachfolgenden Enzymtests wurden

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

Abbildung 11: Aufreinigung von WT-SHC und DelN1-Mutante mit Cu2+-NTA-Agarose-
Säulen über N-terminales His6-tag. Proben der verschiedenen Reinigungsstufen wurden über
SDS-PAGE aufgetrennt und durch Silberfärbung sichtbar gemacht. DelN1: (1) Membransolubili-
sat; (2-3) Waschschritte; (4-8) Eluatfraktionen; M: Molekulargewichtsmarker [Angaben in kDa];
WT: (1) Membransolubilisat (2) Überstand nach Hitzedenaturierung; (3-4) Waschschritte; (5-9)
Eluatfraktionen.

                 DelN1                                       WT-SHC

     1   2   3   4   5   6  7   8          M  1  2  3  4   5  6  7  8   9

                                                                                               ←←←← SHC94 -

67 -

43 -

30 -

20 -
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3.2.3 Enzymtest und Produktanalyse der Deletionsmutanten

Enzymtests wurden standardmäßig in einem Testvolumen von 1 ml durchgeführt (siehe

2.6.11). Zu diesem Zeitpunkt war die später 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 störend auffällt, wurden die

Tests deshalb fast ausschließlich mit gereinigten, Triton-freien Proteinfraktionen durchge-

führt. Die Inkubation der Testansätze erfolgte beim WT-Enzym und der DelN1-Mutante

bei 60 °C, während 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 (siehe 2.7.1 und 2.7.3). Mit den so ermit-

telten Peakflächen wurde der quantitative Umsatz von Squalen zu den Enzymprodukten

(hauptsächlich Hopen und Diplopterol) mit folgender Formel berechnet:

3.2.4 Charakterisierung der SHC-Deletionsmutanten

3.2.4.1 DelN1
Bei dieser N-terminalen Deletionsmutante wurden die Aminosäuren A2 bis E7 deletiert.

Bei der Zählung der AS wurden die sechs His-Reste des His-tags nach dem Start-

Methionin nicht mitgezählt. Durch den Mutageneseprimer wurde eine in der DNA-

Sequenz vorhandene Nae I-Schnittstelle durch eine stille Mutation zerstört, was die Identi-

fizierung mehrerer positiver Klone anhand des veränderten Restriktionsfragmentmusters

ermöglichte. Durch die eingefügte 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 DelN1-Mutante bei kurzen Inkubationszeiten bis 30 min ca. 10 bis 25 %

niedrigere Squalenumsatzraten als das WT-Enzym. Bei längeren Inkubationszeiten nähern

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 Fällen 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 beträgt nur 0,2 - 1,5 %

des gebildeten Hopens, in der Summe werden 6 % der gebildeten Hopenmenge erreicht.

Σ (Peakflächen aller Produkte mit RT > RTSqualen ) × 100

Σ (Peakflächen aller Produkte + Peakfläche von Squalen)
Umsatz (%) =



58 ERGEBNISSE

Abbildung 12: Squalenumsatzraten von WT-SHC und DelN1-Mutanten. Die Inkubation der
Enzymtests erfolgte bei 60 °C. Für die Berechnung des Squalenumsatzes wurden alle Produkte mit
größeren Retentionszeiten als Squalen berücksichtigt.

3.2.4.2 DelN2
Bei der zweiten N-terminalen Deletionsmutante wurden 38 Aminosäuren (A2 bis N39)

deletiert, was zu einer Reduzierung des Molekulargewichts um ~ 5 kDa führt. Positive

Klone konnten mit Hilfe der mit dem Mutageneseprimer eingefügten neuen Eco72 I-

Schnittstelle identifiziert werden. Da diese Deletion das erste N-terminale konservierte

QW-Motiv (QW6; siehe 1.3) umfaßte, mußte mit Auswirkungen auf die Proteinstruktur

und damit auf die Hitzestabilität des Enzyms gerechnet werden. Deshalb wurde der Hitze-

denaturierungsschritt bei der Proteinreinigung nur bei 50 °C durchgeführt. Bei der Analyse

der Eluatfraktionen nach der Reinigung über Cu2+-NTA-Agarose-Säulen konnten im SDS-

PAGE nach Silberfärbung keine SHC-Banden nachgewiesen werden.

Im Rohextrakt konnte dagegen mit Hilfe eines Anti-SHC-Antikörpers eine entsprechende

Proteinbande mit dem erwarteten MW von ca. 67 kDa nachgewiesen werden. Eine SHC-

Aktivität ließ 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. Für die DelC1-Mutante sollten die letzten 14 AS (T618 - R631) de-

letiert werden. Da sich die dabei eingeführte Stu I-Schnittstelle nicht nachweisen ließ,

konnte die Bindung des Primers an die Ziel-DNA ausgeschlossen werden. Deshalb wurde
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mit Hilfe der PCR ein entsprechendes verkürztes SHC-Amplifikat erzeugt (Abbildung

13). Die im SHC-Gen vorkommende BamH I-Schnittstelle konnte durch einen Nukleotid-

austausch zerstört werden. Das ca. 2 kb großes 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 wäre, weshalb der so erzielte Klon

verworfen wurde.

Abbildung 13: Strategie für die Konstruktion der DelC2-Mutante. Weiße Pfeile: SHC-Gen;
schraffierte Pfeilspitze: deletierter C-terminaler Genabschnitt. Die Umklonierung des PCR-
Amplifikats erfolgt mit den über die Primer eingeführten Restriktionsschnittstellen (EcoR I durch
Eco153+ sowie BamH I und Hind III durch den DelC2-Primer. Im pQE-8 sorgen dann in allen 3
Leserastern vorhandene Stop-Codons für 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 für 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

Röntgenstrukturanalyse der SHC von A. acidocaldarius führten zu einer eine kompletten

Änderung der weiteren Arbeitsstrategie (siehe 3.3.1). Aus diesem Grund wurden an dieser

Stelle die Versuche zur Konstruktion von Deletionsmutanten eingestellt.

BamH I

Zerstörung der BamH I-Schnittstelle durch
stille Mutation mit (Bam1846-)-Primer

PCR(Eco153+)-Primer DelC2-Primer

EcoR I BamH I / Hind III

Klonierung des PCR-Amplifikats nach EcoR I/BamH I
bzw. EcoR I/Hind III-Verdau in den pQE-8-Vektor
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3.3 Alanin-Scanning-Mutagenese der SHC

3.3.1 Konstruktion der SHC-Mutanten

Für die ortspezifische Mutagenese von einzelnen Aminosäuren des aktiven Zentrums, die

dabei durch Alanin ersetzt wurden, wurden hauptsächlich die bei bakteriellen Cyclasen

konservierten aromatischen Aminosäuren ausgewählt. Nichtaromatische AS wurden be-

rücksichtigt, wenn aufgrund ihrer Lage im aktiven Zentrum ein Einfluß auf die Enzymak-

tivität vermutet werden konnte (U. WENDT, persönl. Mitteilung). Die näheren Angaben zu

den hergestellten Mutanten sind in 3.3.4 zusammengestellt. Für die Konstruktion dieser

Alanin-scanning-Mutagenesen wurde ebenfalls der Transformer Site-Directed Mutagenesis

Kit von CLONTECH verwendet (siehe 2.4.7). Um eine bessere Proteinexpression als mit

dem bisher verwendeten Plasmid pCyc zu erreichen, wurde für diese Experimente aus-

schließlich das Plasmid pKSHC (siehe 2.2.3) verwendet, welches von U. WENDT zur Ver-

fügung gestellt wurde (WENDT, 1994, 1997). Als Wirtsstamm für die Proteinexpression des

zugrundeliegenden Plasmids pKK223-3 wird vom Hersteller der Stamm E. coli JM 105

empfohlen. Eine Expression in E. coli JM 83 lieferte vergleichbare Proteinmengen. Wegen

den geringeren Ansprüchen dieses Stammes an das Kulturmedium und einer damit ver-

bundenen leichteren Handhabung wurde deshalb ausschließlich dieser Stamm für die Ex-

pression der mutierten Cyclasen verwendet.

Für die Mutageneseprozedur wurde der Selektionsprimer pKKmut konstruiert, mit dem die

singuläre Nde I-Schnittstelle zerstört wird. Da Nde I empfindlich auf Verunreinigungen in

Miniprep-DNA reagiert, mußten für 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 durchgeführt (siehe

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 dafür

wurde eine Inaktivierung des SHC-Gens während der Mutageneseprozedur durch eine zu-

sätzliche spontane Mutation im SHC-Gen oder in dessen Promotor vermutet. Um die

Wahrscheinlichkeit einer solchen Inaktivierung zukünftig zu minimieren, wurde bei allen

weiteren Mutageneseexperimenten statt dem kompletten SHC-Gen nur noch kleinere

Genfragmente verwendet. Dafür wurden geeignete Restriktionsschnittstellen ausgesucht,

um fünf Fragmente des SHC-Gens von vergleichbarer Größe zu bekommen (Abbildung

14). Aufgrund der C-terminalen Lage der für die Alanin-scanning Mutagenesen ausge-
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suchten Aminosäuren wurden von diesen nur die Fragmente CycC, CycD, CycE und

CycDE isoliert und in pUC18 kloniert. Bei allen klonierten SHC-Fragmenten wurde durch

Doppelstrangsequenzierung ausschließlich die WT-SHC-Sequenz nachgewiesen.

Abbildung 14: Subklonierung der SHC-Fragmente aus pKSHC. Nur die Fragmente CycC,
CycD, CycE und CycDE wurden isoliert und für 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 Größe [bp] Schnittstellen AS-Sequenz

CycC 362 Xba I  /  Sac I L290 - S412

CycD 382 Sac I  /  BamH I S412 - D542

CycE 388 BamH I  /  Pst I D542 - R631

CycDE 774 Sac I  /  Pst I S412 - R631

Für Mutagenesen in pUC-CycD, pUC-CycE und pUC-CycDE wurde der neue Selektions-

primer pUC-SspIA bzw. pUC-SspIB für Mutationen in pUC-CycC (Bindung am komple-

mentären 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 singuläre Ssp I-Schnittstelle in der pUC18-Sequenz zer-

stört.

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. Außer dem beab-

EcoR I         Xma I         Xba I         Sac I         BamH I         Pst I

(CycA)       (CycB)       CycC          CycD         CycE

CycDE

Klonierung in pUC18

pKSHC
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sichtigten Aminosäureaustausch wurden in keinem Fall weitere Sequenzänderungen ge-

funden.

Für die Proteinexpression wurden aus den mutierten pUC-CycDE-Plasmiden das Insert

herausgeschnitten und in pKSHC zurückkloniert, wobei jeweils das entsprechende WT-

Genfragment ersetzt wurde. Dazu wurden die Ansätze nach dem Restriktionsverdau im

Agarosegel aufgetrennt und die gewünschten DNA-Fragmente für die Ligation aus dem

Agarosegel isoliert. Trotz Verwendung unterschiedlicher Methoden (siehe 2.4.9), konnten

nach Transformation der Ligationsansätze keine Klone isoliert werden. Deshalb wurde auf

eine Isolierung der DNA-Fragmente verzichtet und die Ansätze direkt nach dem Restrik-

tionsverdau für die Ligation verwendet. Um dabei eine Religation von pCycDE zu verhin-

dern, wurde diese DNA zusätzlich mit Dra I und BspH I verdaut. Da die pUC18-Sequenz

jeweils drei Schnittstellen für jedes dieser beiden Enzyme besitzt, konnte eine erfolgreiche

Religation der auf diese Weise erzeugten zahlreichen Plasmidfragmente ausgeschlossen

werden.

Bedingt durch die nachträgliche Änderung der Mutagenesestrategie wurden in einigen

Fällen bei der Mutagenese Schnittstellen der Enzyme eingeführt, mit denen auch das

CycDE-Fragment konstruiert wurde. Damit konnten bei diesen Mutanten das CycDE-

Fragment nicht mehr für die Rückklonierung verwendet werden. In diesen Fällen wurden

mit Hilfe anderer Restriktionsenzyme geeignete SHC-Fragmente für die Rückklonierung

aus pUC-CycDE herausgeschnitten (Abbildung 15).

Abbildung 15: Isolierung von mutierten SHC-Fragmenten aus pUC-CycDE für die Rückklo-
nierung in pKSHC. Neben den dafür verwendeten Restriktionsenzymen sind bei den einzelnen
Fragmenten in Klammern zusätzlich die beim AS-Austausch gegen Ala eingeführten Restriktions-
schnittstellen angegeben.

Bei den anschließend isolierten Klonen wurde der erfolgreiche Austausch der WT-Sequenz

gegen die mutierte Sequenz anhand des veränderten Restriktionsfragmentmusters kontrol-

liert und diese Klone für die Proteinexpression verwendet.

F601A (Sac I)

H451A (Sac II), W489A (NgoM I)
Sac I Pst I

Y420A (Pst I)
Sac I Hind III

Sac I                                     BamH I     Sac II                    Pst I  Hind III

Sac II Pst I
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3.3.2 Proteinreinigung

Zur Aktivitätsbestimmung der Mutanten wurden die entsprechenden Klone in 2 l LB-Amp-

Medium kultiviert und die abgeernteten Zellen (ca. 10 g Feuchtgewicht) für die Proteinrei-

nigung aufgeschlossen. Der Zellaufschluß erfolgte dabei durch osmotischen Schock und

Ultraschallbehandlung (siehe 2.6.5). Mutanten mit verändertem Produktspektrum wurden

zusätzlich in einem 20 l-Fermenter kultiviert, um für 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 für die Proteinreinigung verwendete Metallaf-

finitätschromatographie (siehe 2.6.9) nicht mehr benutzt werden. Es wurde deshalb die von

U. WENDT verwendete Reinigung durch Anionenaustauschchromatographie übernommen

(WENDT 1994, 1997). Dafür wurde nach Membranisolierung und Anreicherung durch Hit-

zedenaturierung (siehe 2.6.7) die Proteinlösung entgast und auf eine Säule 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 λ = 280 nm im Säulendurchlauf während der Anionen-

austauschchromatographie ist in Abbildung 16 dargestellt.

Abbildung 16: Verlauf der relativen UV-Absorption bei λλλλ=280 nm im Säulendurchlauf 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 × ml-1. Insge-

samt konnten aus einer 2 l-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 Hitzestabilität gerechnet werden mußte, wurde

diese in Vorversuchen mit dem Rohextrakt ermittelt. Wurde bei reduzierter Hitzestabilität

der Hitzedenaturierungsschritt nur bei 50 °C (statt 60 °C) durchgeführt, führte dies zu ei-

nem wesentlich schlechteren Reinigungsergebnis bei der anschließenden Anione-

naustauschchromatographie. Aus diesem Grund wurde bei einigen Mutanten auf eine Pro-

teinreinigung verzichtet und die Enzymtests nur noch mit Rohextrakten durchgeführt (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 durchgeführt und 1 bis 12 h bei 60 °C (bzw. bei

einigen Mutanten reduziert auf 50 °C) inkubiert.

Bei den Mutanten mit verändertem Produktspektrum wurde der Enzymtest für die Isolie-

rung der Produkte mit Triton X-100-haltigem Rohextrakt durchgeführt. Das Testvolumen

wurde auf ca. 600 ml erhöht und die Inkubationsdauer bei 50 °C auf 14 h ausgedehnt.

Die Lipidextraktion mit Hexan/Isopropanol (siehe 2.7.1) wurde bei den großvolumigen

Testansätzen z.T. mehrfach wiederholt. Triton X-100 konnte aus den Lipidextrakten durch

eine weitere chromatographische Reinigung über Kieselgel und Elution mit Hexan/Ethyl-

acetat (S. MATSUDA, persönl. Mitteilung) entfernt werden (siehe 2.7.1). Dieser Reini-

gungsschritt wurde sooft wiederholt, bis bei der anschließenden GC-Analyse keine Spuren

von Triton X-100 in der Probe mehr nachgewiesen werden konnten.

Neben den standardmäßig durchgeführten GC-Analysen (siehe 2.7.3) wurden Proben mit

verändertem Produktspektrum durch GC/MS-Analysen (siehe 2.7.4) genauer untersucht.

Eine dünnschichtchromatographische Auftrennung (siehe 2.7.2) der SHC-Produkte wurde

nur in einigen Fällen durchgeführt. Neue Produkte der mutierten Cyclasen wurden in der

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. ROHMER, Universität Straßburg, weiter analysiert. Dazu

wurden die einzelnen Verbindungen aus den zur Verfügung gestellten Lipidextrakten iso-

liert und deren Struktur u. a. durch NMR-Analysen (siehe 2.7.5) aufgeklärt.

Um qualitative Veränderungen des Produktspektrums bei den verschiedenen Mutanten

trotz unterschiedlicher Enzymaktivität erkennen zu können, 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 (siehe 3.3.2) verwendet. Daneben diente das Produktspektrum und der

Squalenumsatz des Enzyms als Referenz für die Aktivitätstests 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 aufgeklärt (PALE-GROSDEMANGE et al., 1998; siehe 1.3). Dabei handelt es

sich um das ebenfalls pentacyclische Neohop-13(18)-en sowie die fünf 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).

Abbildung 17: Strukturen der bisher isolierten und charakterisierten Reaktionsprodukte der
WT-SHC. Hopen (1); Diplopterol (2); Neohop-13(18)-en (3); Eupha-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 (persönl.

Mitteilung) sowie durch Vergleich der Massenspektren dieser Verbindungen mit Literatur-

daten (Abbildung 18).

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 %), [5] 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 (siehe unten) isolierten und charakterisierten Pro-

dukte α-Polypodatetraen, γ-Polypodatetraen und 13α(H)-Malabaricatrien konnten durch

GC/MS-Analyse auch im Produktspektrum der WT-SHC nachgewiesen werden. Jedoch

lagen diese drei Verbindungen bei den für die GC-Analysen gewählten Parametern auf-

grund ihres geringen Produktanteils (α-Polypodatetraen: ~ 0,2 %; γ-Polypodatetraen:

~ 0,15 %; 13α(H)-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 Thermostabilität des

Proteins reduziert worden. Da der Hitzedenaturierungsschritt entscheidend für die Effekti-

vität der nachfolgenden Proteinreinigung durch Anionenaustauschchromatographie ist,

wurde durch eine Versuchsreihe (siehe 2.6.8) eine reduzierte Denaturierungstemperatur
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bestimmt, bei der anschließend der größere Teil der SHC noch gelöst im Überstand vor-

handen ist (Abbildung 19).

                     40 °C            45 °C             50 °C              55 °C           60 °C              65 °C
                    5´      10´       5´      10´       5´      10´         5´      10´       5´     10´        5´      10´
                Ü   N   Ü   N   Ü  N   Ü   N   Ü  N   Ü   N     Ü   N   Ü  N   Ü  N   Ü   N   Ü  N    Ü  N

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 für 5 bzw. 10
min wurden denaturierte Proteine abzentrifugiert. Zur Analyse wurden sowohl die Überstände [Ü]
als auch die Niederschläge [N] im SDS-Gel aufgetrennt.

Mit Hilfe der Gel-Densitometrie wurden die Größen der SHC-Banden in den einzelnen

Gelspuren analysiert und daraus der Anteil der Cyclase im Überstand bzw. im Nieder-

schlag für 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 Überstand und im Niederschlag vorhanden. Bei einer 10-minütigen Inkubation

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

Abbildung 20: Hitzedenaturierung der H451A-SHC durch 5 min Inkubation bei den angege-
benen Temperaturen und der daraus resultierenden Verteilung der SHC zwischen Überstand
(Ü) und Niederschlag (N). Die einzelnen Meßwerte 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 größere Teil der SHC noch gelöst im Überstand vorhanden. Deshalb wurde für

die Proteinreinigung ein Hitzedenaturierungsschritt bei dieser Temperatur durchgeführt.

Sicherheitshalber wurde dabei die Inkubationsdauer von 10 auf 7 Minuten reduziert. An-

schließend 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 Reinigungsqualität führt. So beträgt 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 %, während dieser Anteil

bei der H451A-SHC auf unter 65 % absinkt.

Die Enzymtests wurden wegen der reduzierten Thermostabilität des Enzyms bei 50 °C

durchgeführt. 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 mehrstündiger Inkubation

nachgewiesen werden und erreicht nach 14 h einen Anteil von ca. 10 %. Des weiteren

können nach 14 h noch drei weitere Produkte gaschromatographisch nachgewiesen wer-

den, die in geringer Menge vorhanden sind. Nach den übereinstimmenden Retentionszeiten

mit den entsprechenden bekannten Nebenprodukten der WT-SHC dürfte 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 W489A-SHC
Wie bei der H451A-Mutante wurde für die Proteinreinigung zuerst die Thermostabilität

des Enzyms bestimmt (Abbildung 21).

Abbildung 21: Hitzedenaturierung der W489A-SHC durch 5 min Inkubation bei den ange-
gebenen Temperaturen und der daraus resultierenden Verteilung der SHC zwischen Über-
stand (Ü) 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 durchgeführt. Wieder führte dies im Ver-

gleich zur WT-Reinigung zu einem deutlich reduzierten Reinheitsgrad des isolierten Pro-

teins. Die Enzymtests wurden bei 50 °C durchgeführt. Dabei konnte auch bei mehrstündi-
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ger Inkubation nur Hopen als Enzymprodukt nachgewiesen werden. Die Squalen-

Umsatzraten dieser Mutante waren im Vergleich zu der H451A-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 für die Berechnung der Umsatzraten siehe 3.2.3. Da-
bei wurden im GC-Chromatogramm sämtliche Peakflächen mit Retentionszeiten größer der von
Squalen und kleiner/gleich der von Diplopterol berücksichtigt.

Squalenumsatz [%] nach

Enzym 1 h 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

3.3.4.4 F601A-SHC
Wie bei den beiden vorhergehenden Mutanten wurde auch bei dieser zuerst die Thermo-

stabilität des Enzyms bestimmt. Wie aus Abbildung 22 hervorgeht, weist die F601A-

Mutante eine größere Temperaturstabilität als die beiden Mutanten H451A und W489A

auf.

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

Ein Hitzedenaturierungsschritt wurde jedoch nicht mehr durchgeführt, da auf eine weitere

Proteinreinigung ganz verzichtet wurde. Stattdessen wurde der Rohextrakt direkt für die

Aktivitätsmessungen eingesetzt, die bei einer Temperatur von 50 °C durchgeführt wurden.

Bei der gaschromatographischen Analyse der Enzymprodukte konnten erstmals bei einer
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SHC-Mutante eine deutliche Veränderung im Produktspektrum festgestellt werden (Ab-

bildung 23).

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 Veränderungen 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 für die Enzymtests verwendeten Rohextraktes, während die Enzymtests
mit der WT-SHC mit gereinigtem Enzym durchgeführt 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 Übersicht bei den beiden GC-Chromatogrammen
durch Linien verbunden.

Das Hauptprodukt diese Mutante ist Hopen, wobei dessen Anteil am Gesamtproduktspek-

trum nur noch 43,9 % beträgt. Das mengenmäßig zweithäufigste 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 geklärt werden konnte. Alle

weiteren Veränderungen des Produktspektrums dieser Mutante im Vergleich zum WT-

Produktspektrum sind in Tabelle 5 zusammengefaßt.

[B]
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S                             H             D

0        2        4        6        8       10      12       14
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Abbildung 24: Massenspektrum und Fragmentierungsschema des von der F601A-SHC
stärkt gebildeten 17-Isodammara-20(21),24-dien. Durch sekundäre Abspaltung eines P
oder von H2 kann die Summe korrespondierender Massenfragmente kleiner als die des Mole
Ions M+ (m/z = 410) sein.

Tabelle 5: Häufigkeit der einzelnen Enzymprodukte im Produktspektrum von WT-SH
F601A-SHC (siehe auch Abbildung 23). Das Produkt mit der RT = 5,8 min konnte anha
Übereinstimmung bei der RT und dem Massenspektrum eindeutig als γ-Polypodatetraen id
ziert werden. Als Referenz diente das Produktspektrum der Y420A-SHC-Mutante (siehe unte

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

reduzierte Enzymaktivität auf. So wird nach zweistündiger Inkubation bei 50 °C nur 

ein Drittel des Squalenumsatzes des WT-Enzyms erreicht. Innerhalb von 14 Stunden

dieser Wert jedoch noch auf über 90 % an (Tabelle 7).
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3.3.4.5 Y420A-SHC
Enzymtests wurden bei dieser Mutante ausschließlich mit Rohextrakten durchgeführt,

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 durchgeführt. Bei der GC-Analyse konnten erstmals im Enzymtest bei

einer SHC mehrere neue Produkte detektiert werden (Abbildung 25).

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 α-Polypodatetraen (1), γ-Polypodatetraen (2) und
13α(H)-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 Übersicht bei den beiden GC-Chromatogrammen durch Linien
verbunden.

Für die Isolierung der neuen Produkte zur Strukturaufklärung wurde daraufhin diese Mu-

tante zweimal im 20-Liter-Fermenter herangezogen. Nach Zellaufschluß von jeweils 20 g

Zellen (siehe 2.6.5) wurde der Rohextrakt für großvolumigen Enzymtests verwendet (siehe

2.6.11) und die Lipide extrahiert und über Kieselgel von Triton X-100 befreit (siehe 2.7.1).

Aus diesem gereinigtem Produktgemisch wurden drei der neuen SHC-Produkte in der Ar-

beitsgruppe von Prof. Dr. M. ROHMER, Universität Straßburg, durch präparative Dünn-

schichtchromatographie isoliert und deren Struktur durch 1H- und 13C-NMR, GC/MS und
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GC aufgeklärt (PALE-GROSDEMANGE et al., 1999). Die Massenspektren der neuen Verbin-

dungen sind in Abbildung 26 - 28 wiedergegeben.

Abbildung 26: Massenspektrum und Fragmentierungsschema des von der Y420A-SH
stärkt gebildeten αααα-Polypodatetraen (= Polypoda-8(26),13,17,21-tetraen). Zu den Mass
einzelnen Fragmente siehe auch Legende zu Abbildung 24.

Abbildung 27: Massenspektrum und Fragmentierungsschema des von der Y420A-SH
stärkt gebildeten γγγγ-Polypodatetraen (= Polypoda-7,13,17,21-tetraen). Zu den Massen d
zelnen Fragmente siehe auch Legende zu Abbildung 24.
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Die Massenspektren dieser beiden isomeren Polypodatetraenmoleküle lassen sich durch

charakteristische Unterschiede bei den relativen Häufigkeiten einzelner Massenfragmente

unterscheiden (SHIOJIMA et al., 1983).

Abbildung 28: Massenspektrum und Fragmentierungsschema des von der Y420
stärkt gebildeten 13α(13α(13α(13α(H)-Malabaricatrien (= (17E)-13α(α(α(α(H)-Malabarica-14(27),
Zu den Massen der einzelnen Fragmente siehe auch Legende zu Abbildung 24. A
wurden entsprechende MS-Literaturdaten von MASUDA et al. (1989) herangezogen.

Zusätzlich zu den drei neuen Nebenprodukten α- und γ-Polypodatetraen sowi

catrien konnten in der GC-Analyse vier weitere neue Nebenprodukte mit RT

(Produktanteil 0,4 %), 5,4 min (0,4 %), 7,1 min (3,0 %) und 7,5 min (1,6 %) na

werden. Da diese Verbindungen jedoch nicht aus dem Produktgemisch isoli

konnte die Struktur dieser neuen SHC-Produkte auch nicht durch NMR-Anal

klärt werden. Alle im GC-Chromatogramm erkennbaren Produkte der Y420A

mit deren prozentualen Anteil am Gesamtproduktgemisch in Tabelle 6 aufgelis

Das Produktgemisch der Y420A-SHC mit den drei neuen charakterisierten Ne

ten wurde auch als Standard für die GC/MS-Analyse verwendet, mit dem die z

minimalen Spuren von Polypodatetraen und Malabaricatrien im Produktgemis

Enzyms und der F601A-Mutante identifiziert werden konnten.

Auch bei der Y420A-SHC bewirkt der Austausch einer Aminosäure im aktiv

eine deutlichen Reduktion der Umsatzgeschwindigkeit. So wird nach einer e

Inkubation gerade einmal ein Drittel des Squalenumsatzes des WT-Enzyms err
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Umsatzrate steigt allerdings bei längeren 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 größte Enzymaktivität 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 für

die Strukturaufklärung ausreichenden Menge wesentlich erleichtert.

Tabelle 6: Häufigkeit 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
α-Polypodatetraen 5,2 0,2 8,7
Dammara-13(17),24-dien 5,4 0 0,4
γ-Polypodatetraen 5,5 0,9 5,4
Unbekannt 5,8 0,15 2,4
13α(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 für die Berechnung der Umsatzraten siehe Tabelle 4.

Squalenumsatz [%] nach
Enzym

2 h 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 Aktivität 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) können die bestimmten Enzymaktivitäten miteinander vergli-

chen werden, da für alle Tests gleiche Zellmengen aufgearbeitet wurden.
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3.4.2 Aktives Zentrum der SHC

Aufgrund der Einschränkungen durch die zur Verfügung stehenden Hard- und Software

wurden für die Analysen die PDB-Datensätze auf die Atomkoordinaten ausgewählter

Aminosäuren 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 Å

vom LDAO (L36, S38, M42, R127, W169, G259, G260, I261, Q262, P263, P264, Q305,

A306, S307, I308, 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 übrigen AS gelöscht.

Der Datensatz 2SQC wurde ebenfalls auf diese AS reduziert, wobei an Stelle des D376 in

der WT-SHC hier das C376 ausgewählt wurde (siehe Tabelle 8). Die Moleküle der so ent-

standen neuen Datensätze wurden anschließend durch Überlagerung zur Deckung gebracht

und die Datensätze in dieser Orientierung abgespeichert (1SQC_AZ.pdb und

2SQC_AZ.pdb). Beim Datensatz 2SQC_AZ.pdb mit der höheren Auflösung von 2,0 Å

wurden die Koordinaten von C376 durch die von D376 aus 1SQC_AZ.pdb (WT, Auflö-

sung nur 2,8 Å) ersetzt. Um die SHC-Produkte besser ins aktive Zentrum hineinmodellie-

ren zu können (siehe 3.4.4), wurden abschließend noch die LDAO-Koordinaten aus

1SQC_AZ.pdb eingefügt und als SQC_AZ.pdb abgespeichert. Dieser Datensatz wurde für

alle weiteren Analysen verwendet.

3.4.3 Struktur der SHC-Produkte

Da in Datenbanken für Hopen keine Angaben zur Röntgenstrukturanalyse verfügbar waren

(U. WENDT, persönl. Mitteilung), wurden von diesem Molekül sowie von den neuen Ne-

benprodukten der in dieser Arbeit vorgestellten SHC-Mutanten (17-Isodammara-

20(21),24-dien, α- und γ-Polypodatetraen und 13α(H)-Malabaricatrien) dreidimensionale

Molekülmodelle generiert. Dafür wurde zuerst das Programm CHEM3D PRO, dann jedoch

das Programm CORINA verwendet (siehe 2.8.2). Die mit letzterem Programm erzeugten

3D-Molekülmodelle wurden für die weiteren Analysen eingesetzt.

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

Da bisher keine Röntgenstrukturanalysen der SHC mit einem der Enzymprodukte im akti-

ven Zentrum durchgeführt 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) eingefügt. Das Hopen wurde dabei mit Hilfe des LDAO als Leit-Molekül
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manuell so orientiert, daß das C4 des Hopens den Platz des Stickstoffatoms des LDAO und

die Methylgruppen am C4 den der N-Methylgruppen des LDAO einnehmen. Anschließend

wurde das Hopenmolekül aus dieser Position geringfügig so verschoben, daß es zu keinen

Überlappungen der van-der-Waals-Radien von Atomen des Hopenmoleküls und der

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

Abbildung 30: Seitenketten der Aminosäuren des aktiv
einmodelliertem Hopenmolekül. Für eine bessere Übers
führten Aminosäuren sämtliche Alanin-, Glycin-, Serin-, T
nicht dargestellt. Die bei der Mutagenese gegen Alanin au
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. Dafür

wurden diese Moleküle zuerst durch eine genaue Überlagerung ihrer A- und B-Ringe mit

denen des Hopenmoleküls im aktiven Zentrum angeordnet und anschließend das Hopen-

molekül aus dem Datensatz gelöscht. Sterische Überlappungen der nichtcyclischen Seiten-

ketten mit Aminosäuren des aktiven Zentrums wurden in diesen Fällen nicht weiter be-

rücksichtigt.

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 Aminosäuren

A8 enthalten sind. Die fehlenden N-terminalen AS Met und (His)6 wurden der Vollstän-

digkeit halber mit dem Programm Swiss-PDBViewer hinzugefügt.

Für ein Modell der DelN2-Mutante wurden mit dem „Mutations-Tool“ desselben Pro-

gramms bei 2SQC die N-terminalen AS A8 bis W32 gelöscht und die nachfolgenden AS

33 bis 39 wie folgt geändert: 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 Hopenmolekül oder einem der anderen Produkte der betreffenden Mu-

tante simuliert (näheres dazu in der Diskussion, siehe 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. Dafür 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 (siehe Abbildung 31). Eine zweite deutliche Proteinbande mit
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einem etwas geringeren Molekulargewicht kann mit einer gewissen zeitlichen Verzöge-

rung festgestellt werden.

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 für die N-terminale Ansequenzierung durch Edman-Abbau verwendet (siehe

2.6.15). Die schrittweise freigesetzten AS konnten durch HPLC-Analyse identifiziert wer-

den:

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

Aminosäure 1 2 3 4 5 6 7 8 9 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 (siehe

Tabelle 10).

← SHC

← 45 kDa-Fragment

← Trypsin

 1   M   2   3  4   5  6   7  8  9  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 A L H G Y Q K L S V 25,7 kDa 45,8 kDa

R238 A A E I R A L D W L 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 Lösung wurde

die durch Anionenaustauschchromatographie gereinigten WT-SHC (siehe 3.3.2) für eine

Analyse durch Gelfiltrationschromatographie eingesetzt (siehe 2.6.12). Aufgrund der ge-

ringen Flußrate mußten die verschiedenen Läufe mit den Eichproteinen und der Cyclasen

an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen durchgeführt werden. Dabei erwies sich die

Pumpengeschwindigkeit bei kleinsten Drehzahlen als nicht konstant. Da jedoch gleiche

Proteine in den verschiedenen Läufen verwendet wurden, konnten Korrekturfaktoren be-

rechnet werden, um damit die Flußratenabweichungen herauszurechnen. Wie aus der Ab-

bildung 31 hervorgeht, kann für 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 Überprüfung des Ergebnisses der Gelfiltrationschromatographie wurde das Molekular-

gewicht detergenzfreier SHC zusätzlich noch durch FPLC-Analysen bestimmt (siehe

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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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 hauptsächlich darauf, durch Verfütterung markierter Substrate

und die anschließende Isolierung und Analyse der gebildeten Produkte die Stoffwechsel-

wege in ganzen Organismen oder Organen aufzuklären. Ab den 1980iger Jahren ging man

dann zunehmend dazu über, statt kompletter Biosynthesewege nun einzelne der dabei be-

teiligten Enzyme zu isolieren und zu analysieren. Dadurch konnten in den letzten Jahren

wesentliche Erkenntnisse über die Funktion und Regulation dieser Enzyme gewonnen

werden (CANE, 1999).

Bei den meisten Triterpen-Cyclasen lief dieser Erkenntnisgewinn in ähnlichen Phasen ab.

Am Beginn stand die Isolierung und Aufreinigung der Enzyme aus Rohextrakten und de-

ren anschließende 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

et al., 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 später 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 übertroffen. So wurden bis 1997 insgesamt sechs SHC-Gene

kloniert, denen inzwischen mehr als dreißig SHC-Sequenzen aus Genomsequenzierungen

gegenüberstehen (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 Lösung dieser Fragen gehört zu den Aufgaben der Proteomfor-

schung in den nächsten 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 möglich.

Die letzte Phase mit der Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse 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, daß diese Enzyme instabil

und in E. coli nicht funktionell überexprimiert werden können (HOSHINO & SATO, 2002).

Erst nachdem kürzlich über die erfolgreiche Überexpression 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 erwähnt, wurde die erste Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius isoliert.

Im Verlauf dieser Arbeit kamen dann mehrere weitere bakterielle Squalen-Cyclasen hinzu.

Dadurch standen zunehmend mehr Proteinsequenzen zur Verfügung, mit denen die der

SHC aus A. acidocaldarius verglichen werden konnte. Während die anderen SHC über den

gesamten Sequenzbereich Homologien aufwiesen, konnten bei der SHC von A. acidocal-

darius im N-terminalen Bereich doch deutliche Sequenzabweichungen festgestellt werden.

Durch genauere Sequenzvergleiche konnte der Bereich mit der abweichenden Aminosäu-

resequenz auf die Region zwischen den Aminosäuren 70 und 240 eingeschränkt werden

(siehe 3.1.1). Die wahrscheinlichste Ursache für eine derartige Sequenzabweichung ist ein

Fehler bei der DNA-Sequenzierung des SHC-Gens bei A. acidocaldarius. Eine von allen

anderen Bakterien abweichende evolutionäre Entwicklung der SHC bei diesem Organis-

mus, die zu einer derartig veränderten N-terminalen Aminosäuresequenz führt, ist dagegen

wesentlich unwahrscheinlicher. Deshalb wurde die DNA-Sequenz des SHC-Gens und die

davon in allen drei Leserastern ableitbaren Aminosäuresequenzen näher analysiert und mit

den Sequenzen anderer bakterieller Cyclasen verglichen. Dabei zeigte sich, daß in dem

Sequenzabschnitt, in dem die A. acidocaldarius-SHC von den anderen Enzymen abwich,

in den verschiedenen Leserastern Aminosäuresequenzen auftauchten, die eine wesentlich

größere Sequenzübereinstimmung aufwiesen. Dieser Hinweis, daß tatsächlich Leseraster-

sprünge in der ursprünglichen SHC-Sequenz die Ursache für 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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Seq1/AaSeq2) und damit dieser Sequenzabschnitt mehrfach sequenziert. Dabei wurden im

Vergleich zur ursprünglichen DNA-Sequenz sechs zusätzliche Nukleotide sowie drei

Nukleotidsubstitutionen entdeckt. Da sich diese Änderungen über den gesamten sequen-

zierten Bereich verteilten, führte dies zu einer 163 AS umfassenden neuen Sequenz zwi-

schen den Aminosäuren 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 gegenüber der ursprünglich publizierten SHC-Sequenz überprüft. Auch

hier konnten sechs Insertionen und zwei Nukleotidsubstitutionen festgestellt werden (C.

FEIL, persönliche Mitteilung). Da diese Änderungen jedoch engbenachbarte Sequenzberei-

che betraf, führten sie zu wesentlich geringeren Änderungen der AS-Sequenz (G269 →

A271; P320 → R322/A323; P391/Q392 → R394/R395/R396).

Zusätzlich fiel bei der Aufklärung der Röntgenstruktur der SHC auf, daß die gemessenen

Elektronendichten im C-terminalen Bereich nicht mit der von OCHS publizierten AS-

Sequenz in Übereinstimmung zu bringen waren (U. WENDT, persönliche Mitteilung).

Durch die Sequenzierung des betreffenden Genbereichs konnten die letzten drei Nukleotid-

substitutionen festgestellt werden, die zu einer geänderten Sequenz (S597/P598 →

G600/F601) führen.

Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Mutagenesen wurden mehrere Fragmente

des SHC-Gens in pUC18 subkloniert (siehe 3.1.1). Zur Kontrolle wurden sämtliche Inserts

der so erzeugten Plasmide, die zusammen den Bereich der letzten 342 AS der SHC ent-

sprechen, zur Kontrolle vollständig sequenziert. Sowohl hierbei als auch bei einer kom-

pletten Neusequenzierung des SHC-Gens in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G.E. SCHULZ,

Universität Freiburg i. Br. (G. ZIEGLER & O. WITTEKINDT; persönliche Mitteilung) sowie

der davon unabhängig durchgeführten 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 außer den oben beschriebenen Sequenzänderungen keine

weiteren Abweichungen festgestellt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse und der Überein-

stimmung der neuen Sequenz mit den Daten der Röntgenstrukturanalyse kann die korri-

gierte Version der SHC-Sequenz (siehe Abbildung 9) nun als die gesicherte WT-Sequenz

der SHC von A. acidocaldarius angesehen werden.

Insgesamt wurden also bei der Sequenzüberprüfung über die gesamte AS-Sequenz verteilt

12 zusätzlich Nukleotide festgestellt. Dadurch verlängert sich die korrigierte AS-Sequenz

um vier zusätzliche Aminosäuren auf eine Länge von jetzt 631 AS. Durch alle zusätzlichen
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Nukleotide und die bei der Überprüfung 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 Änderungen der AS-Sequenz im Vergleich zu der ursprünglich von OCHS beschriebe-

nen Sequenz haben unterschiedliche Auswirkungen. Am geringsten wirken sich die Se-

quenzänderungen auf das Molekulargewicht der SHC aus, welches nur gering von 69,4 auf

71,5 kDa ansteigt. Schon deutlicher wirken sich die Sequenzänderungen 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 Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan, die jetzt auf einen Anteil von

zusammen 12,5 % kommen. Ähnliche 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 (CHOI, 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 Röntgenstrukturaufklärung der ersten SHC vermutet, daß einige

dieser Aminosäuren Bestandteil des aktiven Zentrum sind und an der Stabilisierung der bei

der Cyclisierungsreaktion auftretenden intermediären Carbokationen beteiligt sind

(PORALLA et al., 1994; DOUGHERTY, 1996; LESBURG et al., 1998). Diese Funktion konnte

experimentell durch Mutagenese dieser Aminosäuren inzwischen bestätigt werden (siehe

4.5; MERKOFER et al., 1999, PALE-GROSDEMANGE et al., 1999; FÜLL & PORALLA, 2000).

Vor allem durch diese Zunahme der aromatischen AS (zusätzlich aber auch die einiger

anderer AS) steigt der Anteil der hydrophoben AS deutlich um 44 und erreicht jetzt einen

Anteil von 34,7 % (siehe Tabelle 1).

Am deutlichsten wirkt sich die Sequenzkorrektur auf die Übereinstimmung mit den Se-

quenzen anderen bakterieller Squalen-Hopen-Cyclasen aus. Zeigte die alte Sequenz im

fehlerhaften Bereich im Durchschnitt weniger als 15 % Identität bzw. nur rund 20 % Ähn-

lichkeit zur Sequenz der SHC aus A. acidoterrestris (siehe Abbildung 8), so werden nach

der Sequenzkorrektur in beiden Fällen um rund 40 % höhere Werte erreicht. Damit zeigt

der korrigierte Sequenzbereich jetzt ein vergleichbares Maß an Übereinstimmung 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 höhere Sequenzübereinstimmungen erreicht (siehe Tabelle 2).

Abschließend soll noch kurz analysiert werden, welche Gründe möglicherweise dazu ge-

führt haben, daß die 1990 veröffentlichte Sequenz der SHC fehlerhaft war und warum es

einige Jahre gedauert hat, bis dieser Fehler entdeckt wurde. Schon von OCHS (1990) wurde

darauf hingewiesen, daß die Sequenzierung des SHC-Gens teilweise äußerst problematisch

war. Diese Probleme wurden auf den in manchen Genabschnitten extrem hohe GC-Gehalt

der DNA von z. T. über 95 % zurückgeführt. Zwei der drei von OCHS als Beispiele aufge-

führten Sequenzbereiche, die von ihm nur mit Hilfe modifizierter Nukleotide sequenziert

werden konnten, gehören auch tatsächlich zu den Abschnitten des SHC-Gens, bei denen

bei der Sequenzüberprüfung im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine veränderte Sequenz

festgestellt werden konnte.

Zusätzlich werden wohl auch technische Gründe eine Rolle bei der fehlerhafte Sequenzbe-

stimmung gespielt haben. So wurde die Sequenzierreaktion von OCHS noch mit radioaktiv

markierten Primern durchgeführt und zur Dokumentation wurden mit den im Gel aufge-

trennten Sequenzen Röntgenfilme durch Autoradiographie belichtet, die anschließend

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.L.F.TM DNA Sequencers (siehe 2.4.10). Die automatische Signalauswertung macht si-

cherlich eine höhere Sensitivität und damit einhergehend auch ein geringer Fehleranfällig-

keit der Auswertung möglich, als es bei einer rein visuellen Auswertung der Fall ist.

Mehrere Gründe haben dazu beigetragen, daß es fünf Jahre gedauert hat, bis der Fehler in

der Gensequenz der SHC von A. acidocaldarius festgestellt 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 später mehrere Sequenzen anderer SHC und OSC zum

Vergleich zur Verfügung standen. Auch nachdem ein Vergleich mit anderen Cyclasen

möglich 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, daß 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 hätte liefern können. Das gleiche galt auch für

die Analyse der SHC durch SDS-PAGE, da sich das aus der falschen Sequenz abgeleitete

Molekulargewicht der SHC mit 69,4 kDa kaum vom tatsächlichen Molekulargewichts von

71,5 kDa unterschied und dieser kleine Molekulargewichtsunterschied im Gel leicht über-

sehen werden konnte. Schließlich 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 durchgeführten Sequenzierungen betrafen ausschließlich mehr C-terminal gelegene

Sequenzbereiche.

4.2 Sequenzvergleich und Evolution der Triterpen-Cyclasen

Zum Zeitpunkt der Korrektur der SHC-Sequenz von A. acidocaldarius standen für Se-

quenzvergleiche nur jeweils eine Handvoll weiterer SHC- und OSC-Sequenzen zur Verfü-

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 möglicherweise neue Erkenntnisse

über die Evolution der Triterpen-Cyclasen gewinnen zu können. Dafür wurden alle poten-

tiellen Squalen-Cyclasen sowie der größte 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) verfügbar waren. Von

zwei Ausnahmen abgesehen (näheres dazu siehe unten) wurden die DNA-Sequenzen aus

den zahlreichen noch nicht abgeschlossenen Genomprojekten in den Datenbanken der ver-

schiedenen Forschungszentren nicht nach möglicherweise dort vorhandenen Cyclase-

Genen durchsucht.

Durch die Genomanalysen hat sich in den letzten Jahren herausgestellt, daß auch bei Pro-

karyoten zahlreiche Gene in mehreren Kopien vorhanden sind, was von den Eukaryoten

schon länger bekannt ist. Zu diesen Multicopy-Genen gehören z. B. bei Rhodopirellula

baltica (= Pirellula sp. 1) 25,4 % (GLÖCKNER 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 fünf SHC-homologe Sequenzen gefunden wurden, die Proteinen aus

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/index.html
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350, 355, 384, 462 und 661 Aminosäuren entsprechen. Auch das Genom von Geobacter

sulfurreducens (METHE et al., 2003) enthält zwei potentielle SHC-Gene, die für 679 bzw.

730 AS lange Proteine codieren. Für 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. Nähere An-

gaben zu den jeweils ausgewählten Sequenzen sind im Anhang zusammengestellt.

Da von vielen Triterpen-Cyclasen nur die Gensequenz bekannt ist, ist damit vollkommen

ungeklärt, ob das Gen im jeweiligen Organismus überhaupt exprimiert wird und welche in

vivo-Aktivität 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 (siehe Abbildung 4) zu-

geordnet.

Insgesamt wurden 74 Sequenzen berücksichtigt, die sich auf 32 Squalen-Hopen-Cyclasen

und 42 Oxidosqualen-Cyclasen, darunter 13 Lanosterol-, 14 Cycloartenol-, fünf Lupeol-,

acht β-Amyrin-, eine α-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 QW5c-Motivs (siehe Anhang) verbessert.

Für 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 Übereinstimmung mit den restlichen

Cyclasen definiert wurde (siehe 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 Ähnlichkeiten 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 (C20-, C25- C40-

Isoprenoid-Glycerol-Ether, C50-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 % Identität und 12-20 %

Ähnlichkeit zu den anderen SHC aufweisen, kann eine Verwandtschaft dieser Sequenzen

mit den anderen bakteriellen SHC angenommen werden, da die wenigen konservierten

Aminosäuren hauptsächlich in rudimentären QW-Motiven vorkommen, welche bis heute

mit Ausnahme der ent-Kauren-Synthase aus Arabidopsis ausschließlich aus Triterpen-

Cyclasen bekannt sind (PORALLA et al., 1994) Auch das ebenfalls für Triterpen-Cyclasen

charakteristische aspartatreiche Motiv ist zumindest bei der Sequenz aus Methanosarcina

acetivorans (Sequenz [29] in Abbildung 34) rudimentär vorhanden. Die geringen Se-

quenzübereinstimmungen lassen verschiedene Interpretationsmöglichkeiten zu. Entweder

handelt es sich hier tatsächlich um Squalen-Cyclasen, die sich nur durch eine deutlich ab-

weichende Sequenz von allen anderen bekannten SHC unterscheiden. Daß 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

vollständig sequenzierten Archaea-Genomen nur bei Halobacterium sp. NRC-1 (NG et al.,

2000) das Gen einer Squalen-Synthase gefunden wurde. Andererseits ist vorstellbar, daß

diese Sequenzen zwar von Squalen-Cyclasen abstammen, im Lauf der Evolution der

Archaea aber völlig neue Enzymaktivitäten entwickelt haben. Zur Klärung dieser Fragen

müßten die Proteine isoliert und ihre Enzymaktivität genauer analysiert werden. Mögli-

cherweise stellen diese Sequenzen aber auch nur noch rudimentäre Reste ehemals funkti-

onsfähiger SHC-Gene dar, die überhaupt keine Enzymaktivität mehr aufweisen. Dafür

spricht, daß es sich hier um die kürzesten Sequenzen der Triterpen-Cyclasen handelt und

Hopanoide bei diesen Arten bisher nicht nachgewiesen wurden. Da bei den Archaea Ether-

lipide die Membranstabilisierung übernehmen, bestand vielleicht keine Notwendigkeit für

den Erhalt funktionsfähiger Gene der Hopanoid-Biosynthese in der Evolution dieser Arten.

Merkwürdig ist jedoch, daß ausgerechnet bei Methanosarcina acetivorans [29] mit dem

mit 5,75 Mbp bisher größten sequenzierten Archaea-Genom die am stärksten reduzierte

Cyclase-Sequenz vorhanden ist. Während hier das Protein nur 412 AS umfaßt, 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 größer. Sollte es sich hier tatsächlich um funktionslose

DNA-Sequenzen handeln, dann sollte man erwarten, daß diese für 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
[61] Taraxacum officinale
[62] Betula platyphylla
[63] Medicago truncatula

[65] Avena strigosa
[58] Betula platyphylla
[59] Luffa cylindrica

[56] Panax ginseng
[57] Olea europaea

[54] Pisum sativum
[55] Glycyrrhiza glabra

[53] Arabidopsis thaliana
[51] Avena strigosa
[52] Oryza sativa

[50] Costus speciosus
[49] Allium macrostemon

[48] Abies magnifica
[47] Dictyostelium discoideum

[46] Stigmatella aurantiaca
[43] Mus musculus
[44] Rattus norvegicus
[45] Homo sapiens

[39] Schizosaccharomyces pombe
[40] Pneumocystis carinii

[41] Neurospora crassa
[42] Cephalosporium caerulens
[37] Saccharomyces cerevisiae
[38] Candida albicans

[35] Trypanosoma brucei
[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
[22] Nitrosomonas europaea
[23] Methylococcus capsulatus
[24] Azotobacter vinelandii

[25] Geobacter metallireducens
[26] Geobacter sulfurreducens
[05] Nostoc sp.
[06] Nostoc punctiforme
[07] Thermosynechococcus elongatus

[08] Trichodesmium erythraeum
[09] Gloeobacter violaceus
[10] Synechocystis sp.

[01] Alicyclobacillus acidocaldarius
[02] Alicyclobacillus acidoterrestris
[03] Streptomyces coelicolor
[04] Streptomyces avermitilis

[32] Magnaporthe grisea
[12] Bacillus anthracis
[13] Bacillus cereus
[11] Bacillus subtilis

[27] Desulfitobacterium hafniense
[28] Rhodopirellula baltica

[31] Methanopyrus kandleri
[30] Pyrococcus abyssi

[29] Methanosarcina acetivorans

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-β-Amyrin-Cyclasen; [73]: Oxidosqualen-α-Amyrin-Cyclase; [74]: Oxidosqualen-Iso-
multiflorenol-Cyclase. Maßstab: 0,1 Aminosäuresubstitutionen pro Sequenzposition. Das
Dendrogramm wurde mit den Programmen CLUSTALX und TREEVIEW erstellt. Für weitere Anga-
ben zu den verwendeten Sequenzen und dem diesem Dendrogramm zugrundeliegendem Sequenz-
alignment siehe 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; GLÖCKNER et al., 2003). Beide Sequenzen weisen im Vergleich zu den Ar-

chaea-Sequenzen mit 12-16 % Identität und 21-25 % Ähnlichkeit etwas höhere Sequenz-

übereinstimmungen mit den restlichen SHC auf. Da die Genomsequenzierung von Desul-

fitobacterium bisher noch nicht abgeschlossen ist, sind auch noch keine Aussagen möglich,

ob die Gene dieser Art im größeren Ausmaß nur geringe Homologien zu den entsprechen-

den Sequenzen anderer Organismen aufweisen. Dies wäre 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 kürzeste SHC-Sequenz.

Von den fünf SHC-Sequenzen bei Rhodopirellula wurde die mit 661 AS längste Sequenz

für das Alignment verwendet, da sie die meisten Übereinstimmungen mit den anderen

Cyclasen aufweist. Die anderen teilweise erheblich kürzeren Sequenzen dürfte 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 beschränkt.

Insgesamt findet man bei mehr als der Hälfte aller Gene dieses Bakteriums keine oder nur

minimale Ähnlichkeiten zu Sequenzen in den verschiedenen Datenbanken. Dies wird dar-

auf zurückgeführt, daß es sich bei den Planctomycetes um eine der Gruppen handelt, die

sich in der Evolution der Bacteria am frühesten von allen restlichen Gruppen abgespalten

haben. Der geringe Homologiegrad dokumentiert somit die isolierte phylogenetische Stel-

lung dieser Organismen (GLÖCKNER et al., 2003). Außer den oben genannten SHC-

Sequenzen enthält 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 Ähnlichkeit zu Cycloartenol-Cyclasen ist mit Ausnahme der Enzyme aus Olea euro-

paea und Medicago truncatula grundsätzlich niedriger als die Ähnlichkeit zu den Squalen-

Hopen-Cyclasen. Aus diesem Grund wird es sich hier wohl eher um eine weitere SHC-

Sequenz aus diesem Organismus handeln. Dafür spricht auch, daß diese Sequenz im

Dendrogramm der Triterpen-Cyclasen die gleiche Position wie die Sequenz [28] einnimmt,

weshalb diese Sequenz für die Abbildung 34 nicht berücksichtigt wurde.

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

unterteilen läßt, 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

ihrem QW5c-Motiv die bei den anderen SHC konservierten N-terminalen Tyrosin/Leucin-

Reste, das QW5b-Motiv fehlt vollständig, beim QW5a fehlt der konservierte Glycin-Rest

und beim QW1 fehlen die C-terminalen konservierten Aminosäuren (Q-X3-G-X-W). Zu-

sätzlich weicht das konservierte aspartatreiche Motiv mit DXDDTTAV von der Konsen-

sussequenz DXDDTAV 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 geführt hat (WISOTZKEY et

al., 1992).

Das zweite Subcluster umfaßt 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, gehören 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 zusätzliche QW5b-Motiv. Während die SHC der Cyanobacteria und Ali-

cyclobacillus 631-647 AS umfassen, sind die beiden Streptomyces-Sequenzen durch zu-

sätzliche AS am N-Terminus mit insgesamt 666 bzw. 680 AS etwas größer.

Außer den Cyclasen der oben genannten Bakterien enthält 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 dürfte 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 großen Übereinstimmungen zwischen der

Magnaporthe-SHC und den SHC der Cyanobacteria und gram-positiven Bacteria lassen

vermuten, daß Magnaporthe das SHC-Gen durch horizontalen Gentransfer von einem

Vertreter dieser Bakterien erhalten hat. Für die Bedeutung des horizontalen Gentransfers

gerade auch für die Evolution der Gene der Isoprenoid-Biosynthese sind in den letzten

Jahren ja einige Anhaltspunkte gefunden worden (BOUCHER & DOOLITTLE, 2000;

BOUCHER et al., 2001). Dafür spricht auch, daß die SHC aus Magnaporthe das sonst nur
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aus Cyanobacteria, Streptomyces und Alicyclobacillus bekannte QW5b-Motiv aufweist.

Als phytopathogener Pilz, der die Reispflanze befällt, kommt Magnaporthe zudem in Bi-

otopen vor, die auch von diesen Bakteriengruppen besiedelt werden. Ein für den Gentrans-

fer notwendiges gemeinsames Vorkommen von Pilz und bakteriellen SHC-Genspender ist

deshalb gut vorstellbar. Seit ihrer Übertragung hat diese SHC-Sequenz einige Merkmale

erworben, durch die sie sich von den bakteriellen SHC unterscheidet. Dazu gehören drei

Insertionen von fünf 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; siehe Anhang).

Nach dem Ergebnis einer Literaturrecherche ist bisher fast nichts über 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 ∆8-∆7-Sterol-Isomerase codiert (KEON et al., 1994). Sollte die SHC in diesem Pilz

exprimiert werden, dann wäre 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 könnte durch

eine aktive SHC erheblich gestört werden, da die SHC mit der Cyclisierung von Squalen

und – bedingt durch ihre relative Substratunspezifität – auch von Oxidosqualen der Sterol-

Biosynthese gleich zwei Vorläuferverbindungen entziehen würde (siehe Abbildung 35),

woraus sich interessante Fragen zur Stoffwechselregulation ergeben. Methylococcus

scheint dieses Problem zumindest teilweise durch eine erhöhte SHC-Substratspezifität ge-

löst zu haben, denn bei diesem Enzym konnte keine Oxidosqualen-Cyclisierung beobachtet

werden (TIPPELT, 1997).

Noch komplizierter wird die Situation in Magnaporthe dadurch, daß im Genom zwar die

Gene für eine Squalen-Synthase (GenBank Acc. No. EAA55432) 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 führen ausschließlich zur bekannten SHC-

Sequenz [32]. Sollte dies nicht einfach nur an der Unvollständigkeit der bisher bekannten

Genomsequenzen liegen, würde dies bedeuten, daß Magnaporthe ein Schlüsselenzym der

Sterol-Biosynthese fehlt (siehe Abbildung 35). Da Hopanoide und Sterole funktionsäqui-

http://www.broad.mit.edu/
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valent sind und z. B. das normalerweise auf Cholesterol angewiesene Bakterium My-

coplasma mycoides auch mit Diplopterol als Sterolersatz überleben kann (KANNENBERG &

PORALLA, 1982), könnte ein Ausfall der OSC möglicherweise durch eine endogene Hopa-

noid-Biosynthese kompensiert werden. Alternativ besteht für einen phytopathogenen Or-

ganismus sicher auch die Möglichkeit, für den eigenen Bedarf Phytosterole aus den befal-

lenen Wirtszellen aufzunehmen und in den eigenen Stoffwechsel einzuschleusen. Solange

die Enzymaktivität der Cyclase aus Magnaporthe nicht analysiert ist, kann schließlich auch

nicht ausgeschlossen werden, daß die oben genannten Sequenzabweichungen dazu geführt

haben, daß aus diesem Enzym eine vollwertige Sterol-Cyclase hervorgegangen ist. Damit

hätte sich in diesem Pilz ein Vorgang wiederholt, der in der Evolution der Oxidosqualen-

Cyclasen aus Squalen-Cyclasen schon mehrfach stattgefunden hat. Daß ein solches Szena-

rium weder unmöglich ist, noch eine Vielzahl von Änderungen der betreffenden Cyclase

erfordert, zeigt die Tatsache, daß unter einem entsprechenden Selektionsdruck innerhalb

von nur wenigen Tagen eine natürlich 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).

Abbildung 35: Hypothetische Sterol-Biosynthese in Magnaporthe grisea 70-15 nach den bis-
her bei der Genomsequenzierung bekanntgewordenen Genen für Enzyme des Triterpen-
Stoffwechsels. Zwei Moleküle 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
ungeklärt, 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 (∆8-∆7-Sterol-Isomerase) katalysiert werden. SHC: bekannte von der Squalen-Hopen-
Cyclase katalysierte Reaktionen. SHC ?: hypothetische katalytische Aktivität der SHC in Magna-
porthe zur Kompensation der möglicherweise fehlenden OSC-Aktivität.

Eine nähere Untersuchung der Funktion dieser Triterpen-Cyclase in Magnaporthe (noch

SHC oder schon OSC ?) und der in diesem Organismus vorkommenden Lipide erscheint

deshalb äußerst vielversprechend und könnte zu neuen Erkenntnissen über 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-

Lanosterol                      ErgosterolFPP            Squalen Oxido-
squalen

SS                      SE                      OSC ?                            ERG2

SHC

Hopen /
Diplopterol

SHC ?

Hydroxy-
hopene

SHC
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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 wäre. 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 Übereinstimmung mit der SHC von G. metallireducens aufweist (nur 40

% Identität bzw. 50 % Ähnlichkeit zu [25] gegenüber > 90 % Übereinstimmung zwischen

[25] und [26]) und die deshalb im Dendrogramm nicht mit aufgenommen wurde.

Die SHC-Sequenzen der meisten Proteobacteria sind durch zusätzliche Aminosäuren am

N-Terminus mit rund 664 AS im Durchschnitt um ca. 27 AS länger als die der Cyano-

bacteria und der beiden Alicyclobacillus-Arten. Nur die SHC der beiden Geobacter-Arten

sind mit 730 AS deutlich größer und sind damit zugleich die größten 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 zusätzliche AS am

C-Terminus. Bis auf das Fehlen des QW5b-Motivs zeigen die SHC der Proteobacteria bei

den konservierten Sequenzmotiven sonst keine großen Unterschiede zu den übrigen SHC.

Das Alignment aller bisher bekannten Sequenzen von Squalen-Cyclasen zeigt auch, daß

das aspartatreiche Sequenzmotiv dieser Cyclasen um zwei zusätzliche Aminosäuren

erweitert werden kann. Die bisherige Sequenz dieses Motives DXDDTAV kann deshalb

durch die neue Konsensussequenz YPDXDDTAV 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 Aminosäure konserviert,

während sie bei den anderen Oxidosqualen-Cyclasen fehlt. Das zusätzliche 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 erwähnt, weisen letztere bei

diesem Motiv ja auch am C-terminalen Ende durch ein zusätzliches 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, während bei allen anderen OSC an dieser

Position die ebenfalls aromatische Aminosäure Tryptophan vorkommt.

Die dritte und letzte große Gruppe von Sequenzen im Dendrogramm der Triterpen-

Cyclasen bilden die zahlreichen Oxidosqualen-Cyclasen. Daß die lange Zeit gültige strikte

Aufteilung der Triterpen-Cyclasen in prokaryotische Squalen- und eukaryotische Oxido-

squalen-Cyclasen so nicht mehr gültig ist, ist schon mit der geschilderten Entdeckung der

ersten eukaryotischen SHC bei Magnaporthe deutlich geworden. Neueste Daten zeigen

jedoch, daß umgekehrt auch bei verschieden Prokaryoten Oxidosqualen-Cyclasen in einem

größeren Ausmaß vorhanden sind, als dies bisher angenommen wurde. So ging man bisher

davon aus, daß nur Methylococcus capsulatus, Nannocystis exedens und Polyangium sp.

unter den Prokaryoten zu einer Sterolbiosynthese fähig 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]. Zusätzlich

konnten bei weiteren Myxobakterien ebenfalls cyclisierte Oxidosqualenderivate identifi-

ziert werden. Dazu gehören 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 et al., 2003).

In einer weiteren Arbeit wurde kürzlich über 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 durchgeführte Genomsequenzierung noch

nicht abgeschlossen. Da deshalb die AS-Sequenzen dieser potentiellen Lanosterol-

Cyclasen bisher weder in der GenBank verfügbar sind, noch in der Publikation angegeben

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

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

dafür 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 Länge jeweils

um einige Aminosäuren. 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 kürzer, als die von PEARSON et al. beschriebenen entsprechenden Se-

quenzen. Es wurde trotzdem darauf verzichtet, bei TIGR die bisher bekannten Genomse-

http://www.tigr.org/
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quenzen dieser beiden Arten anzufordern, um durch deren Analyse die noch fehlenden

Aminosäuren zu ermitteln. Wie aus dem Alignment hervorgeht, dürften die fehlenden AS

den N-Terminus und damit einen nur wenig konservierten Sequenzabschnitt vor dem

QW6-Motiv betreffen. Dafür spricht auch, daß die Längendifferenz bei G. obscuriglobus

geringer ausfällt – da PEARSON et al. direkt vor dem OSC-Gen das einer Squalen-

Epoxidase (SE) gefunden haben, fehlt hier der Platz für zahlreiche zusätzliche AS. Im Ge-

gensatz dazu wurde bei Methylococcus capsulatus eine gerade umgekehrte Genreihenfolge

(erst OSC, dann SE) gefunden, wodurch eine N-terminale Sequenzverlängerung der OSC

nicht behindert wird.

Wie schon erwähnt, erscheint es fraglich, ob auch bei Rhodopirellula baltica eine Cyclo-

artenol-Cyclase vorkommt, da diese Sequenz keine große Ähnlichkeit zu den anderen be-

kannten Oxidosqualen-Cyclasen aufweist und bei der es sich wahrscheinlich um eine wei-

tere SHC handelt. Eindeutig läßt 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 großer Wahrscheinlichkeit um Oxidosqualen-Lanosterol-

Cyclasen. So sind Lanosterol und dessen Demethylierungsderivate bei Methylococcus

capsulatus gefunden worden (BIRD et al., 1971; BOUVIER et al., 1976) und bei Gemmata

konnten Lanosterol und dessen Isomer Parkeol als Membranlipide nachgewiesen werden

(PEARSON et al., 2003). Schließlich 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 übereinstimmende 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 Säugetiere [43-45]. Während die bakteriellen OSC mit 642 AS noch

den bakteriellen SHC entsprechen, sind alle OSC der Eukaryoten im Durchschnitt um rund

100 AS größer. Lediglich die beiden Cyclasen aus Trypanosoma sind durch zusätzliche AS

am N-Terminus mit 858 bzw. 905 AS erheblich größer und werden von keiner anderen

bisher bekannten Triterpen-Cyclase übertroffen.

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 zellulären Schleimpilz Dictyostelium [47] und

dann alle pflanzlichen Enzyme [48-59]. Bei letzteren können 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 ausschließlich 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 β-Amyrin-Cyclasen [65-72]. Im Gegensatz zu

den anderen Cyclasen handelt es sich hier häufig um multifunktionelle Cyclasen, von de-

nen mehrere Cyclisierungsprodukte bekannt sind. Bei ihnen wird vermutet, daß es sich um

Übergangsstadien in der Evolution von einer monofunktionellen hin zu einer anderen mo-

nofunktionellen Cyclase mit verändertem Produktspektrum handelt (ZHANG et al., 2003).

Zwei Beispiele für derartige neue Cyclasen stellen z. B. die α-Amyrin-Cyclase aus Pisum

sativum [73] und die Isomultiflorenol-Cyclase aus Luffa cylindrica [74] dar, die ebenfalls

im Dendrogramm im Cluster der β-Amyrin-Cyclasen zu finden sind.

Aufgrund der äquivalenten Funktion von Hopanoiden und Sterolen sowie der ähnlichen

Cyclisierungsreaktion wurde schon lange vermutet, daß 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 bestätigt (PORALLA et al., 1994; ABE & PRESTWICH, 1999).

Die ubiquitäre Verbreitung der Sterol-Biosynthese bei den Eukarya und deren fast voll-

ständiges Fehlen bei Prokaryoten wurde bisher so interpretiert, daß in der Evolution diese

Fähigkeit erst innerhalb der Eukarya entstanden ist und hier zu einem für diese Gruppe

kennzeichnenden Merkmal geworden ist. Bei den wenigen Ausnahmen unter den Prokary-

oten wurde deshalb vermutet, daß sie diese Fähigkeit 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, daß die Sterolbio-

synthese bei Prokaryoten wesentlich verbreiteter ist, als ursprünglich angenommen wurde.

Zudem sind die Oxidosqualen-Cyclasen in verschiedenen Gruppen der Bacteria gefunden

worden, die zum Teil nicht miteinander verwandt sind (siehe Tabelle 11). Sollten die

Bacteria die Fähigkeit zur Sterolbiosynthese durch horizontalen Gentransfer von den Eu-

karya erhalten haben, müßte ein solches Ereignis mehrfach in der Evolution stattgefunden

haben, um die beobachtete Verbreitung in Prokaryoten erklären zu können. Zusätzlich wird



100 DISKUSSION

ein Gentransfer von Eukarya zu Prokaryoten (im Gegensatz zu einem Gentransfer in um-

gekehrter Richtung, für den es zahlreiche Beispiele gibt) als eher unwahrscheinlich ange-

sehen (PEARSON et al., 2003). Gegen einen Gentransfer sprechen auch die Positionen der

bakteriellen Oxidosqualen-Cyclasen im Dendrogramm der Triterpen-Cyclasen (siehe 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 Nähe 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 Variabilität bei Pro- und Eukaryoten (nach BODE et al., 2003 und PEARSON et al.,
2003)

C30-Sterole C29-Sterole C28-Sterole C27-Sterole Organismus Taxon

Lanosterol
Parkeol - - - Gemmata Plancto-

mycetales

Lanosterol + + - Methylococcus
capsulatus

Methylo-
coccales

Cycloartenol - - - Stigmatella
aurantiaca

Myxobacte-
riales

Lanosterol + + + Nannocystis
exedens

Myxobacte-
riales

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 für Oxido-

squalen-Cyclasen vorliegen) erscheint ebenfalls eher unwahrscheinlich. Eine solche An-

nahme müßte nämlich auch erklären können, warum dann die meisten Prokaryoten die

Fähigkeit zur Sterolbiosynthese sekundär 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 Gründen kann eine Entstehung der Sterolbiosynthese in Prokaryoten ange-

nommen werden. Die Verbreitung innerhalb der Bacteria deutet zudem daraufhin, daß dies

mehrfach unabhängig geschehen ist. Aufgrund der Sequenzhomologien mit den anderen

bekannten Triterpen-Cyclasen geht eindeutig hervor, daß die Vorfahren der bakteriellen

Oxidosqualen-Cyclasen bei den Squalen-Cyclasen zu finden sind. Ein Vergleich der Se-

quenzen dieser Cyclasen zeigt, daß 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 kürzer 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 Aminosäuren (bzw. 670 und 649 AS nach PEARSON et al.) rund 60 bis 100 AS

kürzer als die eukaryotischen Lanosterol-Cyclasen und die Cyclase aus Stigmatella ist mit

ihren 597 AS sogar um ca. 100 bis 150 AS kürzer als die entsprechenden eukaryotischen

Cycloartenol-Cyclasen. Andererseits weisen sie deutliche Übereinstimmungen 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 Übereinstimmungen 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 Sequenzübereinstimmungen 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

größeren Proteinen beobachtet werden, der mit der Position der jeweiligen Cyclasen im

Dendrogramm übereinstimmt. Während die Hopen-Cyclasen im Durchschnitt nur 644

Aminosäuren umfassen, findet man bei den Lanosterol-Cyclasen durchschnittlich 718 (bei

Berücksichtigung der ungewöhnlich großen Trypanosoma-Cyclasen sogar 743), bei den

Cycloartenol-Cyclasen 732, bei den Lupeol-Cyclasen 754, bei den β-Amyrin-Cyclasen und

der Isomultiflorenol-Cyclase 759 und schließlich bei der α-Amyrin-Cyclase 764

Aminosäuren. Allerdings kann diese Größenzunahme alleine keine Voraussetzung für 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 Größenzunahmen hat die Evolution der Triterpen-Cyclasen auch zu einer

veränderten Substratspezifität sowie zu Änderungen in der Proteinstruktur dieser Cyclasen

geführt, die für eine veränderte Substratfaltung im aktiven Zentrum, eine veränderte

Cyclisierungsreaktion und damit auch für ein verändertes Produktspektrum verantwortlich

sind. Bei den ursprünglichen Squalen-Cyclasen verläuft die Cyclisierung über das 17-

Isodammarenyl-Kation, das eine Sessel-Sessel-Sessel- mit einer 17β(H)-Konformation

aufweist (HOSHINO & SATO, 2002). Bei den Lanosterol- und Cycloartenol-Cyclasen

verläuft die Cyclisierung dagegen über 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 zusätzlich durch

seine 17α(H)-Konformation vom 17-Isodammarenyl-Kation der SHC (siehe Abbildung

36). Bei den von Cycloartenol-Cyclasen abgeleiteten Lupeol-, Amyrin- und Isomulti-

florenol-Cyclasen behält das intermediäre Dammarenyl-Kation zwar die 17α(H)-

Konformation, jedoch weisen die ersten drei Cyclen nun wie beim Hopen wieder eine

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

HO

HO

H

H

H

Squalen

Oxido-
squalen

Hopen

Lanosterol,
Cycloartenol

Lupeol,
α-, β-Amyrin,
Isomulti-
florenol

Abbildung 36: Struktur der intermediäre 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-
termediären 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 für die

einzelnen der oben genannten evolutionären Veränderungen folgende Reihenfolge

angenommen werden:
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Abbildung 37: Reihenfolge der Veränderungen 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 (siehe Text).

Offen ist zur Zeit noch, welche Sequenzänderungen im einzelnen in den verschiedenen

Cyclasen für die unterschiedliche Substratspezifität und die unterschiedliche

Substratfaltung im aktiven Zentrum verantwortlich sind. Kürzlich wurde über 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

führt, soll demnach auf Änderungen in zwei im aktiven Zentrum gegenüberliegenden

Sequenzmotiven in der Nähe des C-8+-Carbokations zurückzuführen sein. Demnach führt

bei der menschlichen OSC die Insertion einer Aminosäure mit großer Seitenkette zu einer

Verengung einer Seite des aktiven Zentrums, während auf der gegenüberliegenden Seite

durch die Deletion einer Aminosäure mehr Platz geschaffen wird. In den nachfolgenden

Sequenzabschnitten sind die entsprechenden Positionen durch graue Balken hervor-

gehoben:

A. acidocaldarius SHC: G259-GI ... G598TGF
Homo sapiens OSC: T330KSI ... G694V-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 begünstigten Boot-Konformation bewirken (SCHULZ-

GASCH & STAHL, 2003). Allerdings kann diese Aminosäure nicht alleine für die

Substrat: Squalen
intermediäres 17-Isodammarenyl-Kation Squalen-Hopen-Cyclase

Substrat: Oxidosqualen
intermediäres 17-Isodammarenyl-Kation

Substrat: Oxidosqualen
intermediäres Protosteryl-Kation

Substrat: Oxidosqualen
intermediäres Dammarenyl-Kation

Substrat: Oxidosqualen
intermediäres 17-Isodammarenyl-Kation

Oxidosqualen-Lanosterol-Cyclase
Oxidosqualen-Cycloartenol-Cyclase

Oxidosqualen-Lupeol-Cyclase
Oxidosqualen-Amyrin-Cyclase
Oxidosqualen-Isomultiflorenol-Cyclase

(?) pflanzliche Oxidosqualen-
     Hydroxyhopen-Cyclase

(?) pflanzliche Oxidosqualen-
     Hydroxyhopen-Cyclase



104 DISKUSSION

unterschiedliche Konformation des B-Rings bei SHC und OSC verantwortlich sein. Wie

das Alignment aller Triterpen-Cyclasen (siehe Anhang) zeigt, sind derartige Sequenz-

änderungen nämlich auch bei den OSC vorhanden, bei denen die Cyclisierung nicht über

das Protosteryl-Kation verläuft. So ist bei allen Amyrin-, Lupeol- und Isomultiflorenol-

Cyclasen eine Aminosäure mit positiv geladener Seitenkette (hier jedoch in der Regel ein

Arginin) im ersten Motiv vorhanden. Da die dritte Aminosäure dieses Motives immer ein

Tyrosin ist, sollte durch diese zusätzliche große Seitenkette der B-Ring noch verstärkt in

die Boot-Konformation gepreßt 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

übereinstimmt und nicht die OSC-Sequenz aufweist, liefert das Modell von SCHULZ-

GASCH & STAHL keinen Hinweis, ob die durch Gentransfer erworbene bakterielle SHC in

diesem Pilz inzwischen die Funktionalität einer Lanosterol-Cyclase erworben hat. Unter

Berücksichtigung der oben genannten Einschränkungen weist die Arbeit von SCHULZ-

GASCH & STAHL jedoch darauf hin, daß so ausgeprägte Unterschiede in der Konformation

der Produkte mit der Änderungen weniger Aminosäuren des aktiven Zentrums des Enzyms

erreicht werden können.

Hilfreich für das Verständnis der Evolution der Triterpen-Cyclasen wäre auch die Kenntnis

über die Position der pflanzlichen Oxidosqualen-3-Hydroxyhopen-Cyclasen im

Dendrogramm, von denen bisher jedoch noch keine Aminosäuresequenz bekannt ist. Eine

mögliche Position wäre zwischen den SHC und den Lanosterol-/Cycloartenol-Cyclasen.

Dies würde bedeuten, daß es sich bei ihnen um die ursprünglichsten Oxidosqualen-

Cyclasen handelt, die sich lediglich durch eine geänderte Substratspezifität von den SHC

unterscheiden. Weitere Änderungen des aktiven Zentrums sind jedoch nicht notwendig, da

in beiden Fällen die Cyclisierung über das 17-Isodammarenyl-Kation verläuft. Bei der Zahl

der Aminosäuren sollten diese Enzyme eher den SHC entsprechen und deutlich kleiner als

die anderen Oxidosqualen-Cyclasen sein. Durch einen Sequenzvergleich mit den SHC

könnten deshalb vielleicht die Aminosäuren des aktiven Zentrums identifiziert werden, die

einen Einfluß auf die Substratspezifität haben. Andererseits wäre es auch möglich, daß

diese Cyclasen im Dendrogramm im Cluster der Lupeol-, Amyrin- und Isomultiflorenol-

Cyclasen zu finden wären, da auch bei diesen Cyclasen die Cyclisierung über ein

intermediäres C-18+-Carbokation mit einer Sessel-Sessel-Sessel-Konformation verläuft.

Da es sich bei den Hydroxyhopen-Cyclasen jedoch nicht um das Dammarenyl-Kation,

sondern um das 17-Isodammarenyl-Kation handelt, muß für die Evolution dieser Cyclasen



105

eine zusätzliche Veränderung des aktiven Zentrum gefordert werden, die zu einer

geänderten Substratfaltung und damit zu einem Produkt mit einer veränderten Orientierung

der Seitenkette führt, die jetzt eine 17β(H)-Konformation aufweist. In diesem Fall wären

die Hydroxyhopen-Cyclasen die am stärksten abgeleiteten Oxidosqualen-Cyclasen, die –

ursprünglich von einer SHC mit intermediärem 17-Isodammarenyl-Kation ausgehend –

über Cyclasen mit intermediären Protosteryl- und Dammarenyl-Kation nun wieder bei

einer Cyclase mit einem intermediärem 17-Isodammarenyl-Kation angekommen sind. Bei

einer solchen Position im Dendrogramm der Triterpen-Cyclasen sollten die

Hydroxyhopen-Cyclasen nicht nur wesentlich größer als die Squalen-Hopen-Cyclasen

sein, sondern wahrscheinlich auch größer als alle anderen bisher bekannten pflanzlichen

Cyclasen sein.

Offen bleibt, warum in den Prokaryoten die Mutationen in Squalen-Cyclasen, die zu den

oben geschilderten Veränderungen führten, erhalten blieben und sich so im Laufe der Zeit

die verschiedenen Oxidosqualen-Cyclasen herausbilden konnten. Zwar wird diskutiert, daß

die Produkte der OSC für die jeweiligen Organismen vorteilhafte Funktionen übernehmen

konnten, für 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), sodaß weitere Forschungsarbeiten zur Klärung

dieser Frage notwendig sind.

Bei den bisher nur aus Angiospermen bekannten Lupeol-, Amyrin- und Isomultiflorenol-

Cyclasen kann angenommen werden, daß sie parallel zur Evolution der entsprechenden

Pflanzen im späten Mesozoikum – in Anfängen eventuell bis ins späte Paläozoikum zu-

rückreichend (WILLIS & MCELWAIN, 2002) – entstanden sind. Alle anderen Triterpen-

Cyclasen müssen dagegen schon viel früher existiert haben, wie Nachweise der entsprech-

enden cyclischen Triterpene in präkambrischen Ablagerungen zeigen. Squalen-Hopen-

Cyclasen müssen 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 größerem Umfang vorkommen (ROHMER et

al., 1984), ist dies zugleich ein Hinweis, daß 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 12C/13C-

Isotopenuntersuchungen deuten zwar darauf hin, daß cyanobakterienähnliche photosynthe-
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tische Mikroorganismen schon früher existiert haben (SCHOPF, 1993, 1999, 2002). Da eine

derartige Interpretation jedoch nicht unumstritten ist und für diese Funde auch eine abioti-

sche Entstehung verantwortlich gemacht wird (BRASIER et al., 2002), bieten die gefunde-

nen Hopanoide dafür die zur Zeit am weitesten zurückreichenden eindeutigen Hinweise.

Die ältesten 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 uneingeschränkt als Hinweis für fos-

sile Eukarya interpretiert werden. Da jedoch die bisher bekannten bakteriellen Sterol-

Biosynthesewege nur bis zu C27-Verbindungen führen (siehe Tabelle 11) und Modifikatio-

nen am C-24 ausschließlich von Eukarya bekannt sind, deuten entsprechende Funde fossi-

ler Biomarker darauf hin, daß die ersten Eukaryoten mindestens 0,5 bis 1 Mrd. Jahre früher

existiert haben, als dies bisher durch die ältesten bekannten Fossilfunde belegt ist (KNOLL,

2003).

4.3 Oligomerisierung der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius

Das Molekulargewicht der SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius beträgt nach der von

der korrigierten Gensequenz ableitbaren Aminosäuresequenz 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 (C8E4) von

WENDT (1997) ermittelt. Zusätzliche Hinweise für die Dimerisierung der SHC lieferten

auch die für die Röntgenstrukturanalyse verwendeten Kristallstrukturen (WENDT, 1997;

WENDT et al., 1999). Sowohl von NEUMANN & SIMON als auch von WENDT wurde die Be-

obachtung gemacht, daß eine Reduzierung der Detergenzkonzentration bei der Analyse zu

einer Verschiebung des Molekulargewichts der SHC zu deutlich höheren Werten führt.

Wurde überhaupt 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 Kontaktflächen des SHC-Dimers wesentlich polarer sind, als dies sonst bei oligome-

ren Proteinen der Fall ist, wurde vermutet, daß die Dimerisierung der SHC wohl nur vor-

übergehender Natur ist und in einem Gleichgewicht mit größeren Oligomerenkomplexen

steht (WENDT, 1997; WENDT et al., 1999).



107

Bei der Proteinreinigung im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten größere Mengen

vollständig 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, daß bei den bisherigen Experimenten

ein höheres Molekulargewicht durch die Bindung zahlreicher Detergenzmoleküle an die

SHC nur vorgetäuscht 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-Molekül in einer Triton X-100-Micelle zurückgeführt.

Die Molekulargewichtsbestimmung mit detergenzfreier SHC wurde mit Hilfe der Gel-

filtrationschromatographie sowie durch FPLC-Analyse durchgeführt (siehe 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 groß für

ein SHC-Dimer und entsprechen eher einem SHC-Hexamer. In mehreren Läufen 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 Säule eluier-

ten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß die SHC ohne hydrophobe Umgebung durch

Membranlipide und ohne ersatzweise Stabilisierung durch Detergenzien dazu neigt, mit

anderen SHC-Molekülen bzw. mit anderen Proteinen größere Komplexe zu bilden. Dafür

dürfte das hydrophobe Areal auf der Moleküloberfläche verantwortlich sein, mit der die

SHC normalerweise als membranassoziiertes Protein in die Cytoplasmamembran ein-

taucht. Eine solche Komplexbildung ist dadurch begünstigt, daß auf diese Weise in wässri-

ger Lösung die Kontaktflächen zwischen hydrophober Moleküloberfläche und hydrophiler

Umgebung minimiert werden können.

Die Vermutung, daß die SHC als Dimer vorliegt, kann also durch die hier erzielten Ergeb-

nisse mit detergenzfreier Cyclase nicht bestätigt werden. Dagegen stehen die Ergebnisse in

Einklang mit den Beobachtungen von NEUMANN & SIMON und WENDT, daß die postulierte

Dimerbildung der SHC in detergenzhaltigen Lösungen durch Proteinkomplexe mit höhe-

rem Molekulargewicht ersetzt wird, wenn die Detergenzkonzentration gegen Null geht.

Offen bleibt damit, ob bei einer solch instabilen Dimerisierung diese überhaupt von Be-

deutung für die Enzymaktivität sein kann. Ähnliches gilt offenbar auch für 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, daß dieses Enzym als Monomer ak-

tiv ist (RUF et al., 2004).

Ein sicherer Nachweis einer Dimerisierung der SHC von Alicyclobacillus wäre möglich,

wenn es gelänge, 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 Aminosäuren der Dimerkon-

taktfläche durch Mutagenese zu verändern und mögliche Auswirkungen auf Enzymaktivi-

tät 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 Aminosäuren des aktiven

Zentrums der Cyclase lieferten nur die konservierten QW-Sequenzmotive, deren Funk-

tionsaufklärung durch Mutageneseexperimente in Bearbeitung war (FEIL, 1997). Da ein

Sequenzalignment der zu diesem Zeitpunkt bekannten Hopen-Cyclasen inklusiv der QW-

Motive über 100 konservierte Aminosäuren aufwies, sollte durch die Konstruktion von

Deletionsmutanten und der Analyse ihrer Auswirkungen auf die Enzymaktivität versucht

werden, die Zahl der für die Funktionalität der SHC entscheidenden Aminosäuren einzu-

schränken und gleichzeitig die für die Aktivität notwendige minimale Proteingröße zu

bestimmen. Das längst nicht alle Aminosäuren für die Enzymaktivität 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 Enzymaktivität fast ein Viertel aller Aminosäuren

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

Veränderung der Zahl der Cyclen im Produkt dieser mutierten Cyclasen führt. Für die Er-

zeugung der N- und C-terminalen Deletionsmutanten wurde das von FEIL konstruierte

pCyc-Plasmid mit einem N-terminalen His6-tag verwendet, das Protokoll der Proteinreini-

gung durch Metallaffinitätschromatographie wurde ebenfalls übernommen (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

Sequenzübereinstimmung 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 Aminosäuren A2

bis E7 erzeugt. Die Aktivität dieser Cyclase zeigte im Vergleich zum Wildtyp im Enzym-

test zu Beginn eine geringfügig reduzierte Squalenumsatzrate, die sich jedoch nach 30 Mi-

nuten immer mehr der des Wildtyps annäherte. 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, daß diese

Deletion keine konservierten Sequenzbereiche betrifft, da das QW6-Motiv erst mit der 17.

Aminosäure beginnt. Die Röntgenstruktur der SHC zeigt zudem, daß sich der N-Terminus

des Enzyms an der Oberfläche der Domäne 1 und räumlich weit vom aktiven Zentrum des

Enzyms und dessen Zugangskanal entfernt befindet (siehe Abbildung 38). Aus diesem

Grund ist es nicht verwunderlich, daß eine Deletion in diesem Bereich keine Auswirkung

auf die Enzymaktivität hat. Hinzu kommt, daß bei der Röntgenstrukturanalyse der SHC die

Position der ersten sieben Aminosäuren nicht bestimmt werden konnte (siehe Tabelle 8).

Dies deutet darauf hin, daß diese Aminosäuren in ihrer Position nicht durch Wechselwir-

kungen mit anderen Proteinbereichen stabilisiert sind. Es ist deshalb unwahrscheinlich, daß

eine Deletion dieser N-terminalen Aminosäuren zu einer Destabilisierung der Protein-

struktur führt. Auch dies erklärt, warum die DelN1-Mutante eine dem Wildtyp entspre-

chende Enzymaktivität aufweist.

Bei der DelN2-Mutante wurden durch die Deletion der Aminosäuren A2 bis N39 im Ver-

gleich zur DelN1-Mutante dagegen ein ca. 6× so großer Sequenzbereich deletiert, der das

komplette QW6-Motiv umfaßt. Bei der Mutagenese wurde durch den Mutationsprimer

neben der Deletion eine zusätzliche Eco72 I-Schnittstelle erzeugt. Sowohl durch das da-

durch veränderte 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, muß hier ein Problem

bei der Proteinexpression oder Proteinreinigung vorliegen. Wie Abbildung 38 zeigt, ist es

sehr wahrscheinlich, daß das His6-tag durch die Deletion ins Molekülinnere verlagert wur-

de und deshalb nicht mehr mit der NTA-Agarose wechselwirken kann. Dies würde erklä-

ren, warum kein Protein in den Eluatfraktionen nachgewiesen werden konnte. Da aber

auch im Säulendurchlauf keine SHC-Bande im SDS-PAGE nachgewiesen werden konnte,

könnte die Deletion des konservierten N-terminalen Sequenzmotivs auch zu einer so mas-

siven Störung der Proteinstruktur des α6/α6-Barrels der Domäne 1 geführt haben, daß die-

ses defekte Protein in der Zelle sofort proteolytisch abgebaut wird und deshalb nicht nach-
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gewiesen werden kann. Damit wäre auch klar, warum im Rohextrakt auch bei Übernacht-

inkubationen bei 50 und 60 °C keine Enzymaktivität nachweisbar war. Alternativ wäre

noch möglich, daß die DelN2-SHC inaktiv ist und nur in so geringer Menge exprimiert

wird, daß 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-Antikörper im Rohextrakt

dürfte dagegen auf unspezifische Kreuzreaktionen des Antikörpers mit E. coli-Proteinen

zurückzuführen sein, wie die zahlreichen weiteren markierten Banden vermuten lassen. Da

keine Totalsequenzierung des DelN2-SHC-Gens durchgeführt wurde, kann nicht ausge-

schlossen werden, daß neben der beabsichtigten DelN2-Mutagenese eine weitere zufällig

aufgetretene Mutation zu einem Leserastersprung oder zu einem vorzeitigen Translations-

stop und damit zu einem inaktiven SHC-Fragment führt.

Abbildung 38: Kalottenmodelle der SHC von A. acidocaldarius mit einer Simulation der N-
terminalen Deletionen DelN1 (links) und DelN2 (rechts). Ausgehend von der Wildtypstruktur
wurden die entsprechenden N-terminalen Aminosäuren aus der Struktur entfernt bzw. durch das
Start-Methionin (grün) und die sechs Histidine des His6-tags (rot) ersetzt. Die der bei der DelN2-
Mutante deletierten N-terminalen Aminosäuren sind links bis zum Asn39 dunkelgrau hervorgeho-
ben.

4.4.2 C-terminale Deletionen

Bei der DelC1- sollten die letzten 14 Aminosäuren deletiert werden. Da die mit dem Mu-

tageneseprimer einzuführende 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 Aminosäuren
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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, daß er

mit einer Hälfte 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 Länge gefunden, welches die Ausbildung einer Haarnadel-Schleifenstruktur ermög-

licht (OCHS, 1990). Die Ausbildung einer derartigen Sekundärstruktur der DNA könnte die

Bindung des Mutageneseprimers an den Sequenzabschnitt unmittelbar nach dem Stop-

Codon des SHC-Gens verhindern. Bei der DelC3-Mutante sollte eine Hälfte des Mutage-

neseprimers an den C-terminalen DNA-Bereich des QW1 binden. Da die Sequenz G-X-W

den am stärksten konservierten Teil der QW-Motive darstellt und im SHC-Gen achtmal

vorkommt, könnten in diesem Fall Fehlpaarungen des Mutageneseprimers mit den DNA-

Sequenzen der verschiedenen QW-Motive für das Nichtgelingen der DelC3-Mutation ver-

antwortlich sein.

Nach dem Scheitern der DelC1-Mutagenese sollte die Deletion der letzten 14 Aminosäuren

bei der DelC2-Mutante mit Hilfe zweier PCR-Primern erreicht werden. Ein entsprechend

verkürztes PCR-Amplifikat wurde isoliert und konnte über entsprechende mit den Primern

eingeführten 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 dafür eine Ursache festgestellt werden konnte. Auch

von FEIL wurde über ähnliche Probleme bei Verwendung der pQE-Vektoren berichtet

(FEIL, 1997).

Nachdem also keine einzige der geplanten C-terminalen Deletionsmutanten und keine grö-

ßere N-terminalen Deletion als die der DelN1-Mutante analysiert werden konnte, müssen

diese Versuche weitestgehend als gescheitert angesehen werden. Die inzwischen bekannt-

gewordene 3D-Struktur der SHC kann ein solches Ergebnis jedoch leicht erklären. Sieht

man nämlich von den ersten neun sowie den letzten vier Aminosäuren ab, gehören die

nächsten terminalen Aminosäuren der SHC entweder zur α-Helix α1 oder  α22. Wie aus

Abbildung 5 [B] hervorgeht, sind beide Helices Teil der α6/α6-Struktur der Domäne 1 der

Cyclase und stehen in engem Kontakt mit den benachbarten α-Helices α12, α20 und α21.

Dieser Struktur wurde zusammen mit den QW-Motiven von WENDT et al. (1997) eine

Funktion für 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
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wahrscheinlich derartig destabilisieren, daß bei einer solchen SHC auch keine Enzymakti-

vität mehr nachweisbar ist. Die wenigen in der Kristallstruktur der SHC fehlenden Amino-

säuren (siehe Tabelle 8) dürften deshalb mit großer Wahrscheinlichkeit die einzigen

Aminosäuren sein, deren Deletion vom Enzym toleriert wird. Damit dürfte die Röntgen-

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

4.5 Bestimmung der Trypsinschnittstelle in der SHC-Sequenz

Für eine erfolgreiche Proteinreinigung durch Metallaffinitätschromatographie ist es not-

wendig, daß das His6-tag an der Moleküloberfläche liegt, um mit dem Säulenmaterial der

Cu2+-NTA-Säule wechselwirken zu können. Die Probleme bei der Reinigung der DelN2-

Mutante wiesen jedoch darauf hin, daß mit zunehmender Ausdehnung der terminalen De-

letionen damit zu rechen ist, daß das His6-tag im Molekülinneren verschwindet. Um trotz-

dem Cyclasen mit noch größeren Deletionen isolieren zu können, sollte das N-terminale

His6-tag deshalb durch eines in einem zentralen Sequenzbereich der SHC ersetzt werden,

dessen Lage durch die N- und C-terminalen Deletionen unberührt bleibt und damit in je-

dem Fall die Proteinreinigung ermöglicht.

Da zu diesem Zeitpunkt die Röntgenstrukturanalyse noch nicht abgeschlossen war, mußten

für 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 ließ vermuten, daß dieser Sequenzabschnitt beson-

ders exponiert an der Moleküloberfläche der Cyclase liegt. Dafür sprach, daß sich schon

nach wenigen Minuten der Trypsineinwirkung ein 45 kDa-Fragment der SHC nachweisen

läßt. 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 (siehe 3.5.2).

Anhand der bestimmten Aminosäuren konnten zwei benachbarte Trypsinschnittstellen

zwischen R222 und A223 sowie zwischen R238 und A239 identifiziert werden. Die beiden

nur 15 Aminosäuren auseinanderliegenden Schnittstellen führen zu SHC-Fragmenten, die

im Gel anhand ihrer Größe unterschieden werden können. Abbildung 31 zeigt deutlich

eine starke Bande oberhalb der 43 kDa-Markerbande und eine zweite schwächere Bande,

deren Molekulargewicht dem Markerprotein entspricht. Die unterschiedliche Bandenstärke

deutet darauf hin, daß eine der beiden Schnittstellen vom Trypsin bevorzugt wird. Aus dem

MW der stärkeren Bande kann geschlossen werden, daß 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 (siehe Tabelle 10), was

nahezu dem 43-kDa-Markerprotein entspricht und damit ebenfalls gut mit dem Befund im

SDS-Gel übereinstimmt. Weitere Banden sind unterhalb der 30 kDa-Markerbande zu se-

hen. Hier dürfte es sich um die entsprechenden N-terminalen SHC-Fragmente handeln.

Daß diese Proteinbanden wesentlich weniger deutlich sichtbar sind, liegt vielleicht daran,

daß diese SHC-Fragmente durch weitere tryptische Proteolyse abgebaut werden. Wie die

Röntgenstruktur der SHC zeigt, liegen die beiden identifizierten Trypsinschnittstellen tat-

sächlich exponiert an der Oberfläche des Proteins (siehe Abbildung 39).

Ab
bei
Arg
Am
bito
Fra
(rot
dom
Bal

Da

rein

jed

] [ ]
C s
[A
bildung 39: Zwei Ansichten eines Kalottenm
den bevorzugten Trysinschnittstellen an der 
223 (rechts) und Arg238 (links) der beiden Tr
inosäuren (orange), darüber der Blick in den K
r LDAO (blau) sowie die auf Arg238 folgende
gment; gelb). [B] um 90° nach rechts um die 
) und den N- und C-Termini der SHC. Deutli
äne der SHC mit einer schematischen Darstell

ken; siehe auch Abbildung 6).

 alle weiteren SHC-Mutanten mit einer ve

igung isoliert wurden (siehe unten), wurde

och nicht mehr dazu verwendet, um an diese
B

odell der SHC von A. acidocal
Moleküloberfläche. [A] die Arg
ypsinschnittstellen, die dazwisch
anal ins aktive Zentrum der SHC
n C-terminalen Aminosäuren der
senkrechte Achse gedrehte Ansic
ch sichtbar die vorstehende Mem
ung des hydrophilen Teils der M

ränderten Mutagenesestrategie

 die Identifizierung der Tryps

r Position ein His6-tag einzufü
-Terminu
dari
inin
enli
 m

 SH
ht 
bra

emb

 un

ins

gen

s
N-Terminu
us mit den
-Reste (rot)
egenden 15
it dem Inhi-
C (44 kDa-
mit Arg223
nbindungs-
ran (grauer

d Protein-

chnittstelle

.



114 DISKUSSION

4.6 Mutagenese von Aminosäuren des aktiven Zentrums der SHC

Mehrere Gründe waren dafür verantwortlich, daß 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 führte dazu, daß eine Expres-

sionssteigerung durch IPTG-Zugabe kaum möglich ist. Sollten die Mutationen zu einer

SHC mit verändertem Produktspektrum führen, wäre dies jedoch eine Voraussetzung, um

damit die für die Strukturaufklärung neuer Produkte nötige Menge eben dieser Verbin-

dungen zu erhalten. Aus diesem Grund wurden für 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 Metallaffinitätschroma-

tographie über NTA-Agarose nicht mehr verwendet werden. Deshalb wurde für 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 Säule, Elution schon bei geringen Imidazol-

Konzentrationen und dadurch häufige Verunreinigung der SHC-Fraktion durch andere

Proteine) erfolgreich beseitigt werden, die bisher Qualität und Quantität der isolierten SHC

eingeschränkt hatten. Mit der verwendeten Q Sepharose HP konnte nämlich eine sehr gute

Bindung der SHC an das Säulenmaterial erreicht werden, sodaß bei Spülung der Säule mit

Waschpuffer die SHC nicht ausgewaschen wurde, während Verunreinigungen entweder

ohne Bindung mit dem Durchlauf ausgespült wurden oder eine so schwache Bindung an

das Säulenmaterial aufwiesen, daß für deren Abtrennung schon geringe NaCl-

Konzentrationen des Elutionspuffers ausreichend waren (siehe Abbildung 16). Dadurch

konnte die SHC mit einem nur minimalen Anteil anderer Proteine isoliert werden.

Für den Wechsel von unspezifischen Deletionsmutagenesen zur gezielten Mutagenese ein-

zelner Aminosäuren waren hauptsächlich zwei Gründe ausschlaggebend. Zum einen weist

die Methode der Deletionsmutagenese in der durchgeführten Form generell einige

Nachteile auf. Dazu gehört, daß eine eventuell festgestellte Änderung der Enzymaktivität

keiner bestimmten Aminosäure zugeordnet werden kann, da die Deletionen immer mehrere

Aminosäuren betreffen. Zudem steigt mit zunehmender Deletionsgröße die Wahrschein-

lichkeit, daß eine Aktivitätsänderung der Cyclase viel eher auf eine durch die Deletion ver-
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ursachte Strukturänderung des Proteins als auf die Deletion von katalytisch aktiven Ami-

nosäuren zurückzuführen ist. Zudem erscheint es bei einer so komplexen Enzymreaktion

wie bei der SHC generell fraglich, ob mit einer derartig unspezifischen Deletionsmutage-

nese außer einer Inaktivierung überhaupt eine andere Aktivitätsveränderung der Cyclase

erreicht werden kann.

Entscheidend für den Übergang zur gezielten Mutagenese einzelner Aminosäuren waren

jedoch hauptsächlich die inzwischen erzielten Fortschritte bei der Röntgenstrukturaufklä-

rung der SHC. Damit lagen zunehmend Hinweise auf die Struktur des aktiven Zentrums

vor und es wurde dadurch auch möglich, die Funktion einzelner Aminosäuren des aktiven

Zentrums durch gezielten Austausch gegen Alanin (Alanin-scanning-Mutagenese) genauer

zu analysieren. Da diese Aminosäure keine saure, basische, aromatische oder ausgespro-

chen hydrophobe Seitenkette besitzt, sollte dies die Interpretation der Auswirkung eines

derartigen AS-Austausches erleichtern.

Durch die Röntgenstrukturanalyse der SHC war jedoch nicht geklärt, welche der mehrere

Dutzend Aminosäuren, die zusammen das aktive Zentrum der SHC bilden (insgesamt be-

finden sich 45 AS im Abstand von 7,5 Å zum LDAO, siehe 4.4.2), eine katalytische Funk-

tion haben und welche Reste nur zur Struktur des aktiven Zentrum beitragen. Die durchge-

führten Mutageneseexperimente sollten zur Beantwortung dieser Frage beitragen. Dazu

war es nötig, einzelne Aminosäuren des aktiven Zentrums für die Mutageneseexperimente

auszuwählen. In Frage kamen dabei hauptsächlich konservierte aromatische Aminosäuren,

bei denen aufgrund ihrer Position im aktiven Zentrum eine Beteiligung an der Stabilisie-

rung intermediärer 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 für die

Mutagenesen ausgewählten Aminosäuren. Zum einen handelt es sich um die einzige nicht-

aromatische Aminosäure und zum zweiten gehört H451 nicht zu den Aminosäuren, die mit

ihren Seitenketten die Wand des Hohlraums des aktiven Zentrums auskleiden. Vielmehr ist

es durch einige Aminosäuren von diesem Hohlraum getrennt, die zusammen den oberen

Abschluß des aktiven Zentrums bilden (siehe Abbildung 40). Dies zeigt sich auch daran,

daß bei den anderen für die Mutageneseexperimente ausgewählten Aminosäuren der

kürzeste Abstand zwischen Seitenkette und LDAO im aktiven Zentrum ca. 3,5 – 4,5 Å

beträgt, während er zwischen H451 und LDAO 6,5 Å und mehr beträgt. Dieser größere
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Abstand hat zur Folge, daß H451 keinen direkten Kontakt zum Squalen im aktiven

Zentrum hat.

Abbildung 40: Querschnitt durch das Kalottenmo
von H451. [A] In rot die Seitenkette von H451, die in
halb des aktiven Zentrums der SHC liegt (einige Am
bildung 6). Darunter die sechs Aminosäuren, deren 
raum des aktiven Zentrums abtrennen. In der Mitte o
zeigersinn in wechselnden Farben V448, D376, W
Aminosäuren nicht als raumfüllende Kalottenmodell
darunterliegende aktive Zentrum der SHC mit dem In

Abbildung 41: Struktur des aktiven Zentrums d
penmolekül beim WT [links] und die Computersi
[rechts]. Wasserstoffbrücken zwischen den einzeln
dargestellt. Vom Hopen ist nur der A- (oben) und B-
die Atome C-3 bis C-5 durchnumeriert: C-3 wird vo
das erste intermediäre Carbokation und die Bindu
Ringschluß bei der Squalen-Cyclisierung.
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Die Seitenkette von H451 liegt direkt über D376 und ist über eine Wasserstoffbrücke mit

diesem verbunden (siehe Abbildung 40 & 41). Beide Aminosäuren liegen wahrscheinlich

in protonierter Form vor, was die Acidität von D376 erhöhen soll. Dadurch kann letzteres

leichter als katalytische Säure wirken und mit der Protonierung der terminalen

Doppelbindung von Squalen dessen Cyclisierungsreaktion einleiten. Das dabei entstehende

erste intermediäre Carbokation kann dann durch die negative Ladung der beiden

benachbarten Aspartat-Reste D374 und D377 stabilisiert werden, während die nach der

Squalenprotonierung am D376 verbleibende negative Ladung durch die positive Ladung

von H451 kompensiert werden kann. Zusätzlich wird D376 über eine Wasserstoffbrücke

zu Y495 über ein Wassermolekül stabilisiert (WENDT, 1997; WENDT et al., 1997, 1999).

Die Nähe von H451 zu den für die Initiation der Cyclisierungsreaktion entscheidenden

Aminosäuren D374, D376 und D377 ließen also vermuten, daß diese Aminosäure

ebenfalls einen Einfluß auf die Squalen-Cyclisierung hat, der durch die Mutation H451A

näher untersucht werden sollte.

Bei der Analyse der H451A-Mutante konnte erstmals eine Reduktion der Thermostabilität

der SHC durch einen Aminosäureaustausch festgestellt werden. Bisherige SHC-Mutanten

hatten in dieser Hinsicht keine Unterschiede zum SHC-Wildtyp gezeigt (FEIL, 1997). Diese

erniedrigte Thermostabilität führte dazu, daß 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 Verkürzung der Inkubationsdauer war am Ende der Reinigungsprozedur

noch ausreichend Protein im Säuleneluat 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

zurückzuführen, weshalb die tatsächliche SHC-Konzentration nicht mehr eindeutig

bestimmt werden und nur noch annäherungsweise durch gel-densitometrische Analyse

abgeschätzt werden konnte. Wegen der Fehleranfälligkeit dieser Methode wurden jedoch

aus den Meßdaten keine Angaben zur spezifischen Aktivität 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 Thermostabilität konnte bei der Analyse der H451A-Mutante auch

eine deutlich reduzierte Enzymaktivität festgestellt werden. So war der relative Squalen-

umsatz nach 14-stündiger Inkubation bei 50 °C im Vergleich zum WT auf ca. ein Drittel

reduziert (siehe Tabelle 4). Deutliche Veränderungen 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 größerer

Menge als die restlichen drei Verbindungen produziert. Daß letztere im Produktspektrum

der H451A-SHC nicht nachgewiesen werden konnten, dürfte deshalb hauptsächlich auf die

geringe Aktivität dieser Cyclase zurückzuführen sein.

Die deutliche Reduktion der Enzymaktivität durch diese Mutation zeigt, daß die

Aminosäure 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

Aminosäure über Wasserstoffbrücken mit D376 in Kontakt steht, führt zu einer deutlichen

Verringerung der relativen Enzymaktivität (FÜLL & PORALLA, 2000). Die noch vorhandene

Restaktivität belegt aber auch, daß die Acidität von D376 auch ohne H451 für eine – wenn

auch reduzierte – Squalenprotonierung ausreicht. Auch die Tatsache, daß H451 bei den

bekannten Squalen-Hopen-Cyclasen nicht konserviert ist (MERKOFER et al., 1999), zeigt,

daß diese Aminosäure nicht essentiell für die Enzymaktivität sein kann. Wie aus dem

Sequenzalignment hervorgeht (siehe 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 Enzymaktivität der H451R-

Mutante zeigt, kann dieses Arginin tatsächlich die Funktion des Histidins übernehmen. Da

die Enzymtests der H451A-Mutante (diese Arbeit) und der H451R-Mutante (HOSHINO &

SATO, 2002) unter verschiedenen Bedingungen durchgeführt wurden, können die erzielten

Ergebnisse nur eingeschränkt miteinander verglichen werden, doch deuten die Daten

darauf hin, daß die Aktivität der H451R-SHC bei einstündiger Inkubation fast viermal

höher als die der H451A-Mutante ist.

Im Gegensatz zur beobachteten Restaktivität der H451A-Mutante konnte bei einer H451F-

SHC keine Enzymaktivität mehr nachgewiesen werden (HOSHINO & SATO, 2002). Diese

Inaktivierung der Cyclase ist möglicherweise auf eine Veränderung der Proteinstruktur

zurückzuführen, die die Einführung einer aromatischen Aminosäure an dieser Position

nach sich ziehen kann.

Bei den Oxidosqualen-Lanosterol-Cyclasen wurde zuerst vermutet, daß die Aminosäuren

H146/D456 die Funktion von D376/H451 der SHC übernehmen (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 äquivalente Aminosäure identifiziert werden. Da die Protonierung

einer Epoxidbindung beim Oxidosqualen leichter möglich ist, als die Protonierung einer C-

C-Bindung beim Squalen, können die OSC offensichtlich auf die unterstützende Wirkung

einer dem H451 entsprechenden Aminosäure verzichten (WENDT et al., 2000).

Die Struktur der SHC liefert auch Hinweise für eine Erklärung der bei der H451A-Mutante

beobachteten reduzierten Thermostabilität. So ist die Aminosäure H451 Teil der Helix

α16, welche zusammen mit fünf weiteren den inneren Ring von α-Helices der α6/α6-

Struktur der Domäne 1 bildet (siehe Abbildung 5 [B]). Innere und äußere Helices sind

durch zahlreiche Interaktionen mit den QW-Motiven, die auf die äußeren Helices folgen,

miteinander verknüpft. So ist die Helix α16 mit der äußeren Helix α17 über das QW4-

Motiv verbunden. Den zahlreichen Wechselwirkungen mit Aminosäuren der QW-Motive

wird eine Stabilisierung der Cyclase gegen thermische Denaturierung zugeschrieben

(WENDT, 1997; WENDT et al., 1997), was durch Mutagenese konservierter Aromaten des

QW4-Motives inzwischen auch experimentell nachgewiesen werden konnte (SATO &

HOSHINO, 1999a). Somit erscheint es einleuchtend, daß der Austausch von H451 gegen

Alanin zu einer veränderten Struktur der Helix α16 führen kann und über veränderte

Interaktionen mit dem QW4-Motiv und der Helix α17 letztendlich zu einer

Destabilisierung des Proteins gegenüber thermischer Denaturierung führt.

4.6.2 W489A-SHC

Im Gegensatz zum H451 ist die Aminosäure W489 direkt an der Auskleidung des

Hohlraums des aktiven Zentrums der SHC beteiligt. Dabei ist die Seitenkette so

ausgerichtet, daß das Indolringsystem mit seiner Ringfläche zum aktiven Zentrum weist

(siehe Abbildung 42). Es wurde vermutet, daß W489 mit den π-Elektronen des

aromatischen Ringsystems sowie durch seine günstige Lage im oberen Bereich des aktiven

Zentrums  an der Stabilisierung des intermediären Carbokations C-10+ beteiligt ist,

welches durch die Cyclisierung des A-Rings entsteht (WENDT, 1997; WENDT et al., 1999).

Auch die Tatsache, daß W489 eine der am stärksten konservierten Aminosäuren bei

Triterpen-Cyclasen ist, kann als Indiz für die wichtige Funktion dieser Aminosäure

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 (siehe Anhang).
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Ein Austausch dieser aromatischen Aminosäure gegen Alanin sollte deshalb zu einer

deutlichen Störung der Squalen-Cyclisierung, möglicherweise sogar zu einem

Reaktionsabbruch auf der Stufe des C-10+-Carbokations führen. In diesem Fall sollte im

Enzymtest dieser Mutante ein neues monocyclisches Produkt zu finden sein.
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Mengenverhältnissen dieser beiden Substanzen wurden jedoch nicht gemacht. Damit führt

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 Enzymaktivität auf nur noch 2,6 % reduziert (SATO & HOSHINO, 1999a).

Die vollständige Inaktivierung der SHC durch die Mutation W489L sowie die drastische

Reduktion der Enzymaktivität um ca. 93 - 97 % durch die Mutationen W489A und W489F

belegen die Bedeutung dieser Aminosäure für die Cyclisierungsreaktion. Allerdings bleibt

die genaue Funktion von W489 bei dieser Reaktion weiter offen. Die verringerte Aktivität

von W489F kann mit der Beeinträchtigung möglicher π-Kation-Interaktionen durch den

Austausch des Indolrings des Tryptophans gegen den kleineren Phenylring des

Phenylalanins erklärt werden (SATO & HOSHINO, 1999a). Unklar bleibt jedoch, weshalb

die Mutante W489A trotz Verlust des aromatischen Ringsystems eine größere Restaktivität

als W489F aufweist. Aufgrund kinetischer Analysen dieser W489F-Mutante wird von

HOSHINO & SATO (2002) angenommen, daß diese Aminosäure neben der Stabilisierung des

intermediären Carbokations auch eine Funktion für 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 Aminosäure auch nicht entscheidend an dessen Stabilisierung beteiligt zu

sein. Eine rein sterische Funktion für die korrekte Faltung von Squalen im aktiven Zentrum

erscheint ebenfalls unwahrscheinlich, da auch beim Ersatz des großen Indolrings des

Tryptophans durch die kleine Seitenkette des Alanins (siehe Abbildung 42) das Substrat

weiterhin korrekt gefaltet wird und die Cyclisierung zum Hopen erfolgen kann.

Offensichtlich wird das C-10+-Carbokation noch durch andere Aminosäuren in der

Umgebung von W489 stabilisiert, sodaß der Verlust dieser Aminosäure toleriert werden

kann. Dies würde erklären, warum bei der W489A-Mutante die Cyclisierungsreaktion

nicht vorzeitig abbricht, sondern zum Hopen führt. Da bei den Mutanten D377C/N,

Y420W, L607F/W und Y612A inzwischen monocyclische Reaktionsprodukte

nachgewiesen werden konnten, scheinen diese Aminosäuren wohl eher als W489 die

Funktion der C-10+-Carbokationstabilisierung zu übernehmen (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 Thermostabilität der Cyclase zur Folge. Dies

deutet darauf hin, daß 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 Proteinoberfläche betreffen, deren

Bedeutung für die Thermostabilität der SHC inzwischen nachgewiesen wurden (SATO &

HOSHINO, 1999a, 2001).

4.6.3 F601A-SHC

Mit F601 wurde eine weitere aromatische Aminosäure für die Mutagenese ausgewählt, die

innerhalb der Triterpen-Cyclasen stark konserviert ist. Mit Ausnahme der Sequenzen von

Rhodopirellula, Desulfitobacterium sowie der Bacillus- und der Archaea-Arten ist diese

Aminosäure bei allen anderen SHC sowie bei allen OSC vorhanden (siehe Anhang). Wie

bei W489 ist auch bei F601 die Seitenkette so ausgerichtet, daß die Ringfläche des

Phenylrings zum Hohlraum des aktiven Zentrum weist (siehe Abbildung 43).

Sollte die Squalen-Cycliserung wie in Abbildung 7 dargestellt gleich zu jeweils

sechsgliedrigen A-, B-, C- und D-Ringen führen, dann kann aus der Position von F601 im

aktiven Zentrum keine Funktion abgeleitet werden, da sich diese Aminosäure unter diesen

Voraussetzungen nicht in der Nähe der zu postulierenden intermediären Carbokationen

befindet. Nimmt man dagegen an, daß bei der Squalen-Cyclisierung zuerst ein 5-gliedrigen

D-Ring entsteht (der dann in einem zweiten Schritt zum sechsgliedrigen Ring erweitert

wird), dann könnte F601 an der Stabilisierung des dabei entstehenden C-18+-Carbokations

beteiligt sein (siehe 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, daß die Bildung des C-Rings bei der Lanosterol-Biosynthese über

eine derartige Ringerweiterung verläuft (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 verändertem Produktspektrum

geführt. Während der Produktanteil von Diplopterol mit 10 % unverändert 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, sodaß diese Verbindung

jetzt mit einem Produktanteil von rund 23 % das zweithäufigstes Produkt dieser Mutante

bildet (MERKOFER et al., 1999). Der Anteil der anderen bekannten tetracyclischen

Nebenprodukte erhöhte sich im Vergleich zur WT-SHC ebenfalls um das 3 – 5-fache, blieb

damit jedoch immer unter dem Produktanteil des Diplopterols. Zusätzlich zu den auch

schon von der WT-SHC bekannten tetra- und pentacyclischen Nebenprodukten konnten im
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Produktgemisch der F601A-SHC noch drei weitere Produkte nachgewiesen werden, deren

Struktur jedoch nicht aufgeklärt werden konnte (siehe Tabelle 5).
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im Produktgemisch dieser Mutante noch die tricyclischen Verbindungen 13α(H)- und

13β(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. für 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 (siehe

Tabelle 5) sicher nicht um das 13α(H)-Malabaricatrien, da dieses eine kürzer RT von nur

6,1 min aufweist (siehe 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 13β(H)-

Malabaricatrien handelt, konnte nicht geklärt werden, da diese Verbindung für

Vergleichsanalysen nicht zur Verfügung stand.

Die dritte unbekannte Verbindung im Produktgemisch der F601A-SHC (RT = 9,3 min)

wird mit einem Produktanteil von 2,2 % zwar in wesentlich größerem Umfang gebildet,

doch konnte sie trotzdem für eine Strukturanalyse nicht isoliert werden (C. PALE-

GROSDEMANGE, persönl. Mitteilung). Da sich die RT dieser Verbindung von der des

13α(H)-Malabaricatriens um über drei Minuten unterscheidet und zwischen der des 17-

Isodammara-20(21),24-diens und des Hopens liegt, dürfte 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 über das von

dieser Mutante verstärkt gebildete 17-Isodammara-20(21),24-diens (ca. 50% der

Hopenmenge bzw. ein Produktanteil von 23 %) stimmen mit den hier präsentierten Daten

überein. Deshalb ist es unverständlich, wie es zu den Unterschieden bezüglich des

Nachweises tricyclischer Verbindungen im Produktgemisch der F601A-SHC kommen

kann.

Aus der im Vergleich zur WT-SHC deutlich verstärkten Bildung des 17-Isodammara-

20(21),24-dien und der anderen tetracyclischen Produkte geht hervor, daß die Mutation

F601A zu einem verstärkten Abbruch der Cyclisierungsreaktion auf der Stufe

tetracyclischer Verbindungen führt. Dies belegt, daß die Aminosäure 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-

schließlich ein 6/6/6/5-Ringsystem aufweisen, zeigt dies, daß die Cyclisierung des D-Rings
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sehr wahrscheinlich zuerst zu einem fünfgliedrigen Ring führt. Ohne Abbruch der Cycli-

sierungsreaktion erfolgt dann erst in einem zweiten Schritt die Erweiterung zum sechs-

gliedrigen D-Ring (siehe Abbildung 44), an den sich dann noch die Bildung des E-Rings

zum 6/6/6/6/5-Pentacyclus des Hopens bzw. Diplopterols anschließt. Die Ergebnisse deu-

ten darauf hin, daß F601 im aktiven Zentrum durch π-Kation-Wechselwirkungen das bei

einem derartigen Verlauf der Cyclisierungsreaktion vorkommende C-18+-Carbokation sta-

bilisiert. Ein Verlust des π-Elektronensystems durch den Austausch F601A führt dann na-

türlich auch zu einer verminderten Stabilisierung dieses intermediären Carbokations, wo-

mit sich der verstärkte Abbruch der Cyclisierungsreaktion und damit die verstärkte Bil-

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

H H

13

18

17
6/6/6/6-Tetracyclen 

(Prohopen A & B)

Cyclisierung des E-Rings

6/6/6/5-Tetracyclen 
(z.B. 17-Isodammara-

20(21),24-dien)

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

Squalen Termination der Cyclisie-
rungsreaktion führt zu:

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

Diese Vorstellung wird auch durch die inzwischen vorliegenden Daten zur Funktion der

Aminosäure W169 unterstützt, die sich (wie Abbildung 43 zeigt) im aktiven Zentrum in

unmittelbarer Nähe von F601 befindet. Auch dieses Tryptophan ist so ausgerichtet, daß die

Ringfläche seiner Seitenkette zum Hohlraum des aktiven Zentrum der SHC weist. Da der

Austausch W169F und W169H ebenfalls zu einer verstärkten Bildung des 17-Isodammara-

20(21),24-diens führt, scheint auch diese Aminosäure an der Stabilisierung des C-18+-
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Carbokations beteiligt zu sein. Dabei führt der Ersatz des großen Indolrings durch den

kleineren Phenylring durch den Austausch W169F zu eine Reduktion der Enzymaktivität

auf nur noch 5,2 % der WT-Aktivität. Ein vollständiger Verlust der aromatischen Funktion

durch den Austausch W169H reduziert die Aktivität noch einmal auf 2,2 % (SATO &

HOSHINO, 1999a). Der zunehmende Verlust des π-Elektronensystems und damit der Fähig-

keit zur Stabilisierung des intermediären C-18+-Carbokations führt 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, daß 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

zusätzlich auch das C-14+-Carbokation stabilisiert. Dieses Carbokation entsteht, wenn auch

der C-Ring zuerst als fünfgliedriger Ring gebildet wird, bevor eine Ringerweiterung zum

sechsgliedrigen Ring führt (siehe Abbildung 46; HOSHINO et al., 1999).

Insgesamt ist also festzustellen, daß die erzielten Ergebnisse bei den F601-Mutanten darauf

hindeuten, daß die Squalen-Cyclisierung bei der Hopen-Biosynthese nicht in allen Schrit-

ten so verläuft, wie sie in Abbildung 7 gezeigt wurde und deshalb teilweise modifiziert

werden muß (siehe 4.7)

Abschließend muß noch erwähnt werden, daß im Vergleich zu den Mutanten H451A und

W489A die F601A-SHC eine deutliche höhere Thermostabilität und mit einem

Squalenumsatz von über 90 % bei 50 °C nach 14 Std. auch eine deutlich höhere

Enzymaktivität aufweist. Trotz dieser höheren Thermostabilität soll die Mutante nach

HOSHINO & SATO (2002) ein deutlich reduziertes Temperaturoptimum von nur 30 – 45 °C

besitzen. Zwar wurden im Rahmen dieser Arbeit keine Aktivitätstests bei diesen niedrigen

Temperaturen durchgeführt, doch lassen sich die erzielten Daten kaum mit denen von

HOSHINO & SATO in Einklang bringen. So beträgt die Aktivität 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 einstündiger Inkubation bei 50 °C

dagegen ein geringfügig höherer Umsatz von ca. 15 % festgestellt. Unter

Optimalbedingungen sollten natürlich bessere Umsatzraten erzielt werden, als bei einer

Inkubationstemperatur, die 20 °C über dem angeblichen Temperaturoptimum dieser

Mutante liegt. Das gegenteilige Ergebnis läßt 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 Aminosäure 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 Aminosäure vor (siehe Anhang). Bei den Squalen-

Cyclasen besitzen nur die der beiden Alicyclobacillus-Arten und Methanosarcina dieses

Tyrosin. Zusätzlich 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, während bei Rhodopirellula und Pyrococcus sowie allen restlichen

Oxidosqualen-Cyclasen hier ein Tryptophan vorkommt. Wie die Röntgenstruktur der SHC

zeigt, unterscheidet sich die Anordnung der Tyrosine Y420, Y609 und Y612 von der der

anderen aromatischen Aminosäuren des aktiven Zentrums. Während diese so ausgerichtet

sind, daß die Ringflächen der aromatischen Seitenketten zum aktiven Zentrum weisen, sind

die Tyrosine so angeordnet, daß sie mit ihrer Hydroxylgruppe dorthin weisen. Damit

erfolgt die Stabilisierung intermediärer Carbokationen natürlich auch nicht mehr mit dem

π-Elektronensystem des aromatischen Rings, sondern kann jetzt von den freien

Elektronenpaaren der Hydroxylgruppe übernommen werden (WENDT et al., 2000).

Über eine mögliche Funktion von Y420 bei der Cyclisierungsreaktion wurde nach der

Aufklärung der Röntgenstruktur der SHC von WENDT zunächst keine Angaben gemacht.

Aus der Position dieser Aminosäure im aktiven Zentrum in der Nähe von W489 und

oberhalb der von F601 (siehe Abbildung 30 & 45) konnte jedoch vermutet werden, daß

sie möglicherweise einen Einfluß auf die Cyclisierung des B- und/oder C-Rings hat.

Während bei den bisher analysierten SHC-Mutanten der Aminosäureaustausch

hauptsächlich zu einem veränderten Mengenverhältnis der auch schon vom WT bekannten

Reaktionsprodukte geführt hat, führte 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 (siehe Tabelle 6).

Von diesen konnten mit den bicyclischen α- und γ-Polypodatetraen sowie dem

tricyclischen 13α(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 α- und γ-Polypodatetraen nach Hopen die am meisten gebildeten Produkte

dieser Cyclase und übertreffen 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 für die beiden

bicyclischen Verbindungen mit 16,8 und 6,9 % Produktanteil wesentlich höhere Werte an.

Daneben soll die Y420A-SHC auch nur Hopen, Diplopterol und Malabaricatrien

produzieren, während das GC-Chromatogramm (siehe Abbildung 25 und Tabelle 6)

eindeutig zeigt, daß 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 berücksichtigt, dann führt dies zu

höheren 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 größerer Menge als das identifizierte Malabaricatrien vorlagen.
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Auch für diese Aminosäure liegen inzwischen die Ergebnisse weiterer Mutagenese-

experimente vor. So können bei der Y420G-SHC neben Hopen und Diplopterol ebenfalls

α- und γ-Polypodatetraen sowie 13α(H)-Malabaricatrien nachgewiesen werden, wobei das

α-Polypodatetraen in noch größerem Umfang als von der Y420A-Mutante gebildet wird.

Auch bei den Mutanten Y420F und Y420D können diese bi- und pentacyclischen Produkte

nachgewiesen werden, jedoch entfällt hier die Bildung des tricyclischen Malabaricatriens

(FÜLL, 2001a; SATO et al., 2002). Das gleiche gilt für die Mutanten Y420H und Y420W,

bei denen dafür 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, führt ein

Austausch dieser Aminosäure zu einer verstärkten Bildung mono-, bi- und tricyclischer

Produkte. Demnach beeinflußt Y420 die Bildung des A-, B- und C-Rings. Da von den

neuen Nebenprodukten die beiden bicyclischen Polypodatetraene neben Hopen am

häufigsten gebildet werden, wirkt sich der Aminosäureaustausch am stärksten 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 13α(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

für den D-Ring – auch für den C-Ring angenommen werden, daß die Cyclisierung zuerst

zu einem fünfgliedrigen Ring führt, der dann in einem weiteren Reaktionsschritt eine

Ringerweiterung zum sechsgliedrigen Ring erfährt. Damit scheint Y420 auch an der

Stabilisierung des C-14+-Carbokations beteiligt zu sein (siehe Abbildung 46). Wie schon

erwähnt, wurde schon von COREY et al. (1995) ein derartiger Verlauf der C-Ringbildung

für die Lanosterol-Biosynthese gefordert. Diese Ergebnisse deuten also darauf hin, daß 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 für die Hopen-Biosynthese ein tricyclisches 6/6/5-Zwischenprodukt an, so

muß für dieses eine 13β(H)-Konfiguration gefordert werden (SATO et al., 2002). Das von

der Y420A- und Y420G-Mutante gebildete Malabaricatrien weist jedoch eine 13α(H)-

Konfiguration auf. Dies zeigt, daß durch den Austausch von Y420 gegen die wesentlich
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kleineren Aminosäuren Alanin oder Glycin das aktive Zentrum so erweitert wird, daß das

Substrat eine andere Faltung einnehmen kann, die dann im Cyclisierungsprodukt zu der

veränderten Konfiguration der Seitenkette führt. Ein Austausch von Y420 gegen Aspartat,

Histidin, Phenylalanin oder Tryptophan, die alle größere Seitenketten als Alanin oder

Glycin aufweisen, führt 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 13α(H)-Malabaricatrien gebildet

wird (SATO et al., 2002). Damit wird deutlich, daß Y420 nicht nur eine Rolle bei der

Stabilisierung intermediärer Carbokationen spielt, sondern auch für die korrekte Faltung

des Squalens im aktiven Zentrum verantwortlich ist.
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(13α(H)-Malabricatrien)

Cyclisierung des D-Rings
(siehe Abbildung 44)
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Abbildung 46: Ausschnitt aus der Squalen-Cyclisierung während der Hopen-Biosynthese mit
der Cyclisierung des A-, B- und C-Rings nach der Analyse der Produkte der F420-Mutanten.
Während die Cyclisierung des A- und B-Rings gleich zu sechsgliedrigen Cyclen führt, liefert der
Ringschluß des C-Rings zuerst einen fünfgliedrigen Ring, auf den dann eine Ringerweiterung folgt.
Die weitere Cyclisierung erfolgt dann wie in Abbildung 44 gezeigt.
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Für die Analyse der Enzymaktivität der SHC-Mutanten wurde bei H451A und W489A

durch Anionenaustauschchromatographie angereicherte Cyclase verwendet. Die reduzierte

Thermostabilität hat jedoch zu einer im Vergleich zur WT-SHC deutlich höheren Verun-

reinigung durch andere Proteine geführt. Um den Zeitverlust durch eine Optimierung der

Proteinreinigung für jede weitere Mutante zu vermeiden, wurde bei Y420A und F601A auf

eine Proteinreinigung ganz verzichtet und für die Aktivitätsbestimmungen Rohextrakte

verwendet (siehe 3.3.2 und 3.3.4). Dadurch konnten natürlich keine Angaben zur Enzym-

kinetik der Mutanten gemacht werden. Der Nachweis verschiedener neuer Cyclisie-

rungsprodukte zeigt jedoch, daß trotz dieser Einschränkung eine Reihe interessanter Er-

kenntnisse erzielt werden konnten, die insgesamt zu einem besseren Verständig des Cycli-

sierungsmechanismus der SHC beigetragen haben.

4.7 Neues Modell für 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 et al., 2000b; SATO &

HOSHINO, 2001) und Prohopene mit einem tetracyclischen 6/6/6/6-Ringsystem (HOSHINO

et al., 2000a) gehören. Damit liegen jetzt auch Hinweise für die frühen Zwischenstufen der

Squalen-Cyclisierung vor. Wie schon erwähnt, 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, daß die Cyclisierung des C- und D-Rings entgegen der bisherigen

Vorstellungen zuerst zu fünfgliedrigen Ringen führt, 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:

1. Protonierung der terminalen Squalendoppelbindung und 1. Cyclisierung des A-Rings.
2. Zweite Cyclisierung des B-Rings → 6/6-Bicyclus
3. Dritte Cyclisierung des C-Rings → 6/6/5-Tricyclus
4. Erste Ringerweiterung zum 6/6/6-Tricyclus
5. Vierte Cyclisierung des D-Rings → 6/6/6/5-Tetracyclus (17-Isodammarenyl-Kation)
6. Zweite Ringerweiterung zum 6/6/6/6-Tetracyclus (Prohopanyl-Kation)
7. Fünfte Cyclisierung des E-Rings → 6/6/6/6/5-Pentacyclus (Hopanyl-Kation)
8. Termination durch Deprotonierung → Hopen
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Damit muß die in Abbildung 7 gezeigte Vorstellung über den Ablauf der Squalen-

Cyclisierung teilweise modifiziert bzw. in anderen Teilen erheblich erweitert werden. Die-

se überarbeitete Version verdeutlicht den in den letzten Jahren erreichten Fortschritt beim

Verständnis des Reaktionsmechanismus der SHC (siehe Abbildung 47).
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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 intermediären Carbo-
kationen sind unter Verwendung der Atomnumerierung im Hopenmolekül angegeben. Protonen
sind zwecks besser Übersichtlichkeit 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 führt.

Von den in Abbildung 47 gezeigten Produkten der Squalen-Cyclisierung können die erst-

mals bei der Y420A-Mutante identifizierten Verbindungen α- und γ-Polypodatetraen so-

wie 13α(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, daß 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, daß 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 völlig entarteten Cyclisierungsreaktion und erlauben deshalb Rückschlüsse auf den

natürlichen Reaktionsmechanismus dieser Cyclase.

Bei der bisherigen Vorstellung des Reaktionsmechanismus der SHC war die Cyclisierung

des C- und D-Rings erklärungsbedürftig, da beide in Form einer Anti-Markovnikov-

Addition erfolgen, die im Gegensatz zu den anderen Cyclisierungsschritten zu thermo-

dynamisch ungünstigeren sekundären Kationen führt (siehe Abbildung 7). Eine Cyclisie-

rungsreaktion, die dagegen über fünfgliedrige Zwischenstufen verläuft, vermeidet dieses

Problem, da dann in beiden Fällen der Ringschluß zu den thermodynamisch günstigeren

tertiären Carbokationen C-14+ (C-Ring) und C-18+ (D-Ring) führt. Auch dies spricht dafür,

daß der in Abbildung 47 gezeigte Reaktionsmechanismus die tatsächlichen Gegebenheiten

widerspiegelt.

Für einen solchen Reaktionsmechanismus spricht auch der Befund, daß von den verschie-

denen bekannten Squalenderivaten vor allem das 17-Isodammara-20(21),24-dien von vie-

len SHC-Mutanten verstärkt produziert wird (diese Arbeit; SATO et al., 1998b; HOSHINO et

al., 1999; HOSHINO et al., 2000b; FÜLL & 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 intermediären Kations zu der verstärkten Bil-

dung von 17-Isodammara-20(21),24-dien führt. 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 (siehe

Abbildung 7) und es bleibt offen, warum die verschiedenen Mutationen ausgerechnet die-

se Nebenreaktion derartig begünstigen sollten.
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Bisher sind ausschließlich monocyclische (6α-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, während hydroxylierte Bi- und Tricyclen unbekannt sind. Dies bedeutet, daß

ein Abbruch der Cyclisierungsreaktion durch Wassermoleküle nur im oberen und unteren

Bereich des aktiven Zentrums möglich ist, wo in der Kristallstruktur auch tatsächlich Was-

sermoleküle 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 Aminosäuren verhindert, die damit die intermediären Carbokationen

stabilisieren und einen Abbruch der Cyclisierung verhindern (DOUGHERTY, 1996; WENDT

et al., 1997; WENDT et al., 2000).

Bei keiner der SHC-Mutanten führt ein Aminosäureaustausch zu einem vollständigen Ab-

bruch der Cyclisierungsreaktion auf der Stufe mono-, bi-, tri- oder tetracyclischer Verbin-

dungen. Demnach ist keine Aminosäure des aktiven Zentrums ausschließlich für die Stabi-

lisierung eines der intermediären Carbokationen verantwortlich, sondern diese Aufgabe

wird immer von mehreren übernommen und somit kann der Ausfall einer Aminosäuren

häufig kompensiert werden. Da die bisherigen Ergebnisse mit Doppel- und Mehrfachmu-

tanten keinem einheitlichen Schema folgen (SCHMITZ, 2000; FÜLL, 2001a), erscheint es

fraglich, ob damit die Interaktionen dieser Aminosäuren aufgeklärt werden können.

In den letzten Jahren haben mehrere Arbeitsgruppen versucht, den Verlauf der Squalen-

Cyclisierung durch verschiedene Computersimulationen aufzuklären. 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 nächste Cyclisierungsschritt zum B-Ring erfordert

nur eine geringe Aktivierungsenergie von 3,9 kcal × mol-1, weshalb diese Cyclisierung

schnell erfolgt. Das monocyclische Intermediat hat deshalb nur eine kurze Lebensdauer,

was auch die geringe Konzentration der bisher bekannten monocyclischen Endprodukte

erklärt. Vom bicyclischen C-8+-Kation sind dann drei Folgereaktionen mögliche, die direkt

zu 6/6/5- bzw. 6/6/6/5- bzw. 6/6/6/6/5-cyclischen Endprodukten führen. 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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genüber tetracyclischen Produkte begünstigt. 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 × mol-1 erfordert, wäh-

rend sie bei der direkten Umwandlung des 6/6-Zwischenprodukts zum 6/6/6/6/5-

Endprodukt mit 9,1 kcal × mol-1 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 zusätzlich noch der C-Ring in dieser konzertierten Reaktion gebildet

werden (HESS, 2003). Die durch Kristallisation aufgeklärte 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 widersprüchlichen Ergebnisse dieser verschiedenen Computersimula-

tionen, die nur schwer mit den Ergebnissen der Mutageneseexperimenten in Übereinstim-

mung zu bringen sind, lassen es fragwürdig erscheinen, ob die bisher verwendeten mathe-

matischen Modelle für eine vollständigen Erklärung der Cyclisierungsreaktion geeignet

sind.

In den letzten Jahren sind nahezu alle Aminosäuren des aktiven Zentrums mutiert worden,

die die Cyclisierungsreaktion von der Initiation bis zum letzten Cyclisierungsschritt beein-

flussen können. Zuletzt wurden noch die Aminosäuren näher analysiert, die für 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

Substratspezifität der SHC mit verschiedenen Substraten getestet (HOSHINO et al., 2004b;

NAKANO et al., 2004) und die Auswirkungen von Mutationen bei Aminosäuren des Kanals

von der Enzymoberfläche ins aktive Zentrum analysiert (SATO et al., 2004). Dies dürfte

dazu führen, daß in absehbarer Zeit der Reaktionsmechanismus dieses Enzyms vollständig

aufgeklärt 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 verlängert und modifiziert (siehe Abbildung 1). Genauere Details dieser

Reaktionsschritte sind jedoch noch weitestgehend unbekannt, da keines der an diesen

Reaktionen beteiligten Enzyme bisher isoliert und näher charakterisiert wurde. Inzwischen

ist jedoch von einigen Prokaryoten bekannt, daß bei ihnen das SHC-Gen in einem Operon

zusammen mit anderen Genen vorkommt, die möglicherweise für den weiteren Hopen-
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Metabolismus verantwortlich sind. Während 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 größeres Operon

entdeckt werden, das aus 13 offenen Leserastern besteht. Bei einigen dieser Sequenzen

kann aufgrund von Sequenzähnlichkeiten mit schon bekannten Enzymen eine Funktion im

Isoprenoid- und Hopanoid-Metabolismus angenommen werden kann (PORALLA et al.,

2000). Für eine vollständige Klärung dieses Hopanoid-Stoffwechsels müssen jedoch noch

zahlreiche Details geklärt werden. Es kann jedoch damit gerechnet werden, daß auch die

ständig zunehmende Zahl vollständig bekannter prokaryotischer Genome zu neuen Er-

kenntnisse über die Regulation der SHC und ihre Einbindung in den bakteriellen (Triter-

pen-) Stoffwechsel führt und somit ein besseres Verständnis des Hopanoid-Metabolismus

ermöglichen 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 ungeklärt. Die vorliegende Arbeit sollte molekularbiologische Erkenntnisse über die

SHC liefern, die ein besseres Verständnis der Funktion dieses Enzyms ermöglichen.

Zu Beginn der Arbeit konnte durch eine teilweise Neusequenzierung des SHC-Gens ein

Fehler der bisherigen Aminosäuresequenz korrigiert werden. Durch diese Sequenzkorrek-

turen weist die SHC im N-terminalen Bereich eine vollständig veränderte Sequenz von 163

Aminosäuren auf, die jetzt mit der von anderen Squalen-Cyclasen besser übereinstimmt.

Die neue Sequenz konnte auch durch die N-terminale Ansequenzierung eines Proteinfrag-

ments der SHC nach tryptischen Verdau bestätigt werden.

Die korrigierte Sequenz wurde in einem Alignment mit nahezu allen gegenwärtig bekann-

ten pro- und eukaryotischen Triterpen-Cyclasen verglichen, was interessante Einblicke in

die Evolution dieser Enzyme ermöglicht. Verschiedene Aspekte wie Entwicklungen der

SHC in der Evolution unterschiedlicher Bakteriengruppen sowie Trends bei der Evolution

der verschiedenen Oxidosqualen-Cyclasen aus ihren prokaryotischen SHC-Vorläufern

wurden analysiert und diskutiert.

Eine von verschiedenen Autoren postulierte Dimerbildung der SHC konnte durch Mole-

kulargewichtsbestimmung mit Hilfe der Gelfiltrationschromatographie bzw. FPLC nicht

bestätigt werden. Damit bleibt ungeklärt, ob in vitro (und damit auch in vivo) die SHC als

Dimer vorliegt und ob diese Dimerisierung gegebenenfalls von Bedeutung für die Enzym-

aktivität ist.

Von den N- und C-terminalen Deletionsmutanten zur Bestimmung der minimalen aktiven

Enzymgröße konnte nur die DelN1-Mutante mit der Deletion der ersten sechs Aminosäu-

ren erfolgreich getestet werden, die sich jedoch kaum von der Aktivität des WT-Enzyms

unterschied. Der Mißerfolg bei größeren Deletionen sowie Erkenntnisse aus der Röntgen-

strukturanalyse der SHC deuten darauf hin, daß bei der SHC kaum terminale Aminosäuren

deletiert werden können, da diese Bestandteil von Proteinsekundärstrukturen sind, die für

die Stabilität des Enzyms von Bedeutung sind.

Die erfolgreiche Aufklärung der Röntgenstruktur der SHC (WENDT et al., 1997) ermög-

lichte schließlich die gezielte Mutagenese von Aminosäuren des aktiven Zentrums, wobei



141

ausgewählte Aminosäuren durch Alanin ersetzt wurden. Die Analyse der durch die Mutati-

on veränderten Reaktionsprodukte ermöglichte Rückschlüsse auf die Funktion dieser Ami-

nosäuren für den Cyclisierungsmechanismus.

H451: Die postulierte Unterstützung von D376 durch H451 bei der Squalen-Protonierung

und damit der Initiation der Cyclisierungsreaktion konnte durch die deutliche Reduktion

der Enzymaktivität der H451A-Mutation belegt werden. Die Restaktivität dieser Mutante

belegt jedoch auch, daß H451 nicht essentiell für die SHC-Aktivität ist.

W489: Die deutliche Reduktion der Enzymaktivität durch diese Mutation ist ein Hinweis

auf die Bedeutung dieser Aminosäure für die Enzymaktivität, die zu den am stärksten kon-

servierten Aminosäuren der bisher bekannten Triterpen-Cyclasen gehört. 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 ungeklärt.

F601: Mit der F601A-SHC wurde erstmals bei einer SHC-Mutante eine deutliche Verän-

derung des Produktspektrums erreicht. Das nach Hopen zweithäufigste 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 verstärkte Produktion dieser tetracyclischen

Verbindung belegt die Stabilisierungsfunktion dieser Aminosäure für 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 α-

und γ-Polypodatetraen sowie das tricyclische 13α(H)-Malabaricatrien identifiziert werden.

Alle drei Verbindungen sind bisher nur aus Farnen, nicht jedoch aus Bakterien bekannt

gewesen. Nach den schon länger bekannten tetracyclischen Nebenprodukten der SHC

konnten damit erstmals auch Belege für frühere Reaktionsschritte der Squalen-

Cyclisierung gefunden werden. Diese Produkte belegen die Bedeutung von Y420 für die

Stabilisierung des C-8+- und C-14+-Carbokations bei der Bildung des B- und C-Rings.

Die 6/6/5-Ringstruktur des 13α(H)-Malabaricatriens und die 6/6/6/5-Ringstruktur des 17-

Isodammara-20(21),24-diens deuten darauf hin, daß die Cyclisierung zum C- bzw. D-Ring

zuerst zu fünfgliedrigen Intermediaten führt, die dann in einem zweiten Reaktionsschritt zu

sechsgliedrigen Ringen erweitert werden. Die Ergebnisse ermöglichen deshalb eine Modi-

fikation der bisherigen Vorstellungen über den Ablauf der Cyclisierungsreaktion durch die

Squalen-Hopen-Cyclase von Alicyclobacillus acidocaldarius.
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6. Anhang
Für das Alignment der pro- und eukaryotischen Triterpen-Cyclasen wurden die bis Ende

2003 verfügbaren Sequenzen aus den nachfolgend aufgelisteten Organismen verwendet.

Im Alignment (siehe unten) sowie im Dendrogramm (siehe Abbildung 34) sind die einzel-

nen Sequenzen unter der vor dem jeweiligen Organismenname aufgeführten Nummer zu

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

terlegten Sequenzen ist die dazugehörende GenBank Accession Nummer angegeben. Die

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

sätzlich sind bei allen Sequenzen die Anzahl der Aminosäuren und Literaturangaben (so-

weit vorhanden) aufgeführt. 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 Fällen wurde für die Zuordnung die Position

der betroffenen Sequenz im Dendrogramm (siehe Abbildung 34) verwendet.

Mit Zahlen über dem Alignment sind zur besseren Orientierung die Aminosäure-

Positionen in der Sequenz von Alicyclobacillus acidocaldarius [01] angegeben. Zusätzlich

sind dort auch die Positionen der im Rahmen dieser Arbeit mutierten Aminosäuren des

aktiven Zentrums dieser Cyclase (gelb), die QW-Motive (blau) sowie das aspartatreiche

Sequenzmotiv (grün) markiert. Bei letzterem ist die Konsensussequenz der Squalen-

Hopen-Cyclasen angegeben.

Squalen-Hopen-Cyclasen:

[01]: Alicyclobacillus acidocaldarius  (P33247 / 631 / OCHS, 1990, OCHS et 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 / CHAIN 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 / GLÖCKNER 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 et 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  (CAA75588 / 742 / GAMAS et al., 1996)
[64]: Arabidopsis thaliana  (NP_178018 / 757 / HERRERA et al., 1998)
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Oxidosqualen-ββββ-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-αααα-Amyrin-Cyclase:

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

Oxidosqualen-Isomultiflorenol-Cyclase:

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

Konservierte Aminosäuren im Alignment der Triterpen-Cyclasen:

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

eine konservierte Aminosäure → W312

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

eine konservierte Aminosäure → W312

• Alle Squalen-Hopen-Cyclasen ohne Archaea [Sequenzen 01-28,32]:

17 konservierte Aminosäuren → W312, P373, D374, D376, D377, Q411, D447, Q479,

G483, W489, Q527, D530, G531, W533, G534, T556, G577

• Alle Squalen-Hopen-Cyclasen ohne Archaea, Rhodopirellula und Desulfitobacterium

[Sequenzen 01-26,32]:

46 konservierte Aminosäuren → 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

[01] --------------------------------------------------------------------------------
[02] --------------------------------------------------------------------------------
[03] --------------------------------------------------------------------------------
[04] --------------------------------------------------------------------------------
[05] --------------------------------------------------------------------------------
[06] --------------------------------------------------------------------------------
[07] --------------------------------------------------------------------------------
[08] --------------------------------------------------------------------------------
[09] --------------------------------------------------------------------------------
[10] --------------------------------------------------------------------------------
[14] --------------------------------------------------------------------------------
[15] --------------------------------------------------------------------------------
[16] --------------------------------------------------------------------------------
[17] --------------------------------------------------------------------------------
[18] --------------------------------------------------------------------------------
[19] --------------------------------------------------------------------------------
[20] --------------------------------------------------------------------------------
[21] --------------------------------------------------------------------------------
[22] --------------------------------------------------------------------------------
[23] --------------------------------------------------------------------------------
[24] --------------------------------------------------------------------------------
[25] --------------------------------------------------------------------------------
[26] --------------------------------------------------------------------------------
[32] --------------------------------------------------------------------------------
[12] --------------------------------------------------------------------------------
[13] --------------------------------------------------------------------------------
[11] --------------------------------------------------------------------------------
[58] --------------------------------------------------------------------------------
[59] --------------------------------------------------------------------------------
[56] --------------------------------------------------------------------------------
[57] --------------------------------------------------------------------------------
[54] --------------------------------------------------------------------------------
[55] --------------------------------------------------------------------------------
[53] --------------------------------------------------------------------------------
[51] --------------------------------------------------------------------------------
[52] --------------------------------------------------------------------------------
[50] --------------------------------------------------------------------------------
[49] --------------------------------------------------------------------------------
[48] --------------------------------------------------------------------------------
[60] --------------------------------------------------------------------------------
[61] --------------------------------------------------------------------------------
[62] --------------------------------------------------------------------------------
[63] --------------------------------------------------------------------------------
[66] --------------------------------------------------------------------------------
[67] --------------------------------------------------------------------------------
[68] --------------------------------------------------------------------------------
[69] --------------------------------------------------------------------------------
[71] --------------------------------------------------------------------------------
[72] --------------------------------------------------------------------------------
[70] --------------------------------------------------------------------------------
[73] --------------------------------------------------------------------------------
[64] --------------------------------------------------------------------------------
[74] --------------------------------------------------------------------------------
[65] --------------------------------------------------------------------------------
[47] --------------------------------------------------------------------------------
[46] --------------------------------------------------------------------------------
[43] --------------------------------------------------------------------------------
[44] --------------------------------------------------------------------------------
[45] --------------------------------------------------------------------------------
[37] --------------------------------------------------------------------------------
[38] --------------------------------------------------------------------------------
[39] --------------------------------------------------------------------------------
[40] --------------------------------------------------------------------------------
[41] --------------------------------------------------------------------------------
[42] --------------------------------------------------------------------------------
[35] MLYQRRGRGEMHRPGIRTIVGSGNSTPSSLCAPFPFDSVIPPPPRGLLERFLRRLTSTISWVVSFLLVVCSIPFLLLIHA
[36] -------------------------------------SVLLAAGR---------------MLSLFLFFFFTWPILLLFHG
[33] --------------------------------------------------------------------------------
[34] --------------------------------------------------------------------------------
[29] --------------------------------------------------------------------------------
[27] --------------------------------------------------------------------------------
[28] --------------------------------------------------------------------------------
[31] --------------------------------------------------------------------------------
[30] --------------------------------------------------------------------------------
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[01] --------------------------------------------------------------------------------
[02] --------------------------------------------------------------------------------
[03] --------------------------------------------------------------------------------
[04] --------------------------------------------------------------------------------
[05] --------------------------------------------------------------------------------
[06] --------------------------------------------------------------------------------
[07] --------------------------------------------------------------------------------
[08] --------------------------------------------------------------------------------
[09] --------------------------------------------------------------------------------
[10] --------------------------------------------------------------------------------
[14] --------------------------------------------------------------------------------
[15] --------------------------------------------------------------------------------
[16] --------------------------------------------------------------------------------
[17] --------------------------------------------------------------------------------
[18] --------------------------------------------------------------------------------
[19] --------------------------------------------------------------------------------
[20] --------------------------------------------------------------------------------
[21] --------------------------------------------------------------------------------
[22] -----------------------------------------------------------------------MSISPTFSG
[23] --------------------------------------------------------------------------------
[24] --------------------------------------------------------------------------------
[25] --------------------------------------------------------------------------------
[26] --------------------------------------------------------------------------------
[32] --------------------------------------------------------------------------------
[12] --------------------------------------------------------------------------------
[13] --------------------------------------------------------------------------------
[11] --------------------------------------------------------------------------------
[58] -------MWKLKIGAETARGDGGGGGGS-----------ETWLRSLNNHLGRQIWEFHP---------------ELGTQE
[59] -------MWQLKIGADTVPADPSNAGG--------------WLSSLNNHVGRQVWHFHP---------------ELGTPE
[56] -------MWKLKIAEGGNP----------------------WLRTLNDHVGRQIWEFDP---------------NIGSPE
[57] --------------------------------------------------------------------------------
[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] --------------------------------------------------------------------------------
[66] -------MWRLKIADGG-S--------------------DPYIYSTNNFVGRQTWEFDP---------------QAGSPQ
[67] -------MWKLKIAEGNKN--------------------DPYLYSTNNFVGRQTWEFDPD--------------YVASPG
[68] -------MWKLKIGEGK-N--------------------EPYLFSTNNFVGRQTWEYDP---------------EAGSEE
[69] -------MWRLKIAEGG-N--------------------DPYLFSTNNFVGRQTWEYDP---------------EAGSEE
[71] -------MWRLKIADGG-N--------------------DPYIFSTNNFVGRQTWEFDP---------------EAGSPE
[72] -------MWRLKIAEGG-K--------------------DPYIYSTNNFVGRQTWEYDP---------------DGGTPE
[70] ----------------------------------------PYIFSTNNFVGRQTWEYDP---------------DAGTPE
[73] -------MWKLKIGDGG-K--------------------DRNIFSTNNFVGRQTWEFDP---------------DAGTSQ
[64] -------MWKLKIGKGNGE--------------------DPHLFSSNNFVGRQTWKFDH---------------KAGSPE
[74] -------MWRLKVADGG-N--------------------DPYIYSMNNFIGRQIWEFDP---------------NAGTPE
[65] -------MWRLTIGEGG----------------------GPWLKSNNGFLGRQVWEYDA---------------DAGTPE
[47] -------FTRMTTTN----------------------------WSLKVDRGRQTWEYSQ---------------------
[46] -------------------------------------------------MGR---EFEP---------------------
[43] -------------------------------------------MTEGTCLRRRGGPYKT------------------EPA
[44] -------------------------------------------MTEGTCLRRRGGPYKT------------------EPA
[45] -------------------------------------------MTEGTCLRRRGGPYKT------------------EPA
[37] ----------MTEFYS--------------------------DTIGLPKTDPRLWRLRT---------------------
[38] ------------MYYS--------------------------EEIGLPKTDISRWRLRS---------------------
[39] -------------MEACRVRP--------------------ELSKTVEQIDKSLWRLNI---------------------
[40] -----------------MIYG--------------------YTEKELEKTDPDGWRLIV---------------------
[41] -------MARKQATEAPAVSNGSPKKRSS---ADSDNHNV-KRPRLQESTDKARWRLSS---------------------
[42] -------MARATGSEAQETEQALSRKRSSGPCGEGPKHDFPKRPKIEKGTDPTRWRMRD---------------------
[35] LLVYCDGYNREVVARHRRKWLHQTVPHVRPVRVAPSPNFPLEGWHMRCEDGRQRWHYGRLLNVEEGNELGKAQAEGCPYT
[36] LLTLLDRHNRRVVLKHQQRWPFESVPHVRPVRVAASREFPIENWHLRCEDGRQRWCYGELLNEEEGNTLGKAQAAGLTIL
[33] --------------------------------------------------------------------------------
[34] --------------------------------------------------------------------------------
[29] --------------------------------------------------------------------------------
[27] --------------------------------------------------------------------------------
[28] --------------------------------------------------------------------------------
[31] --------------------------------------------------------------------------------
[30] -----------------------------------------------------------------------------MRK
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QW6 .
1 10 20 30 .
| | | | .

[01] ----------------------------------------MAEQLVEAP-------AYARTLDRAVEYLLSCQ-KDEGYW
[02] ----------------------------------------MTKQLLDTP-------MVQATLEAGVAHLLRRQ-APDGYW
[03] --MTATTDGS----------------TGASLRPLAASASDTDITIPAAA--AGVPEAAARATRRATDFLLAKQ-DAEGWW
[04] --MTATTDGS----------------TGA-LPPRAASASEPHDTIPQAAGSVGIQDAAARATQRATDFLLSRQ-DAEGWW
[05] --------------------------------------MRTQDRVQVN--------SIAEAIAASQKYLLSLQ-NPAGYW
[06] --------------------------------------MQTQDRVKVN--------QVAEAIAASQQYLLSIQ-NPAGYW
[07] --------------------------------------MPTSLATAIDP------KQLQQAIRASQDFLFSQQ-YAEGYW
[08] -------------------------------------------MIEKN--------KVKQSILASQKHLLSLQ-ETEGYW
[09] --------------------------------------MQVQPRIEKK--------HLDSAIEASQAYLLARQ-YSPGYW
[10] --------------------------------------MVIAASPSVPCP---STEQVRQAIAASRDFLLSEQ-YADGYW
[14] -------MDSVNAT----------------AREAKESKISESEILESS-------------IASATQGVLGFQ-QSDGHW
[15] -------MDSGTFN----------------PGGER------GNTLDAS-------------IDAARAALLGYR-RDDGHW
[16] -------MNKHSGN----------------RTAID------PAALEMS-------------IASATEALLAYR-HADGHW
[17] -------MRTGTGTGSRLKDMTTAARQSDEAKAMREAAVSKVETLQRPKTRDVSLDDVERGVQSAARALTDMT-QADGHI
[18] -------MNDLS-QTQPR----------DAVLPEAAGAVPPASAPAPAAASEAPAASLDTAITRATDAILAAQ-KPDGHW
[19] -------MNQAATITRPQ----------DETLTTSARRPAQPALPDP----------LDAGIAHVVESLLAQQ-QSDGHW
[20] -------MTVSTSS----------------AFHHS----PLSDDVEPI-------------IQKATRALLEKQ-QQDGHW
[21] -------MNATMDAT--------------APLRDPGAPSAENCSVDRR--------ELDDVIGESCRWLGERQ-NQDGHW
[22] SSL----QKSSLSDH--------------STISEPFTVVDRVNGISAV--------ALDDAITRARSALLAQQ-REDGHW
[23] -------MLREATAI--------------SNLEPPLTASYVES-------------PLDAAIRQAKDRLLSLQ-HLEGYW
[24] -------MICSHMER--------------SSLLVPASIDSHSRESETT--------GLDQAIVRARAALLGRQ-GADGHW
[25] -------MAKGILNKFAVIAG---------NKNAGLTAEEECTVVAPIKEVSGKAVHCRQAVKMAEEYLLALQ-NPEGYW
[26] -------MAKGILNKFAVIAG---------TKKAGPPAGEERTVIAPIKEISGKAVHCSQAVKKAEEYLLALQ-NPEGYW
[32] -------------------------------MSPFLQASDDNNPLFKES---------CQALDHATEFARDTL-VNKEHW
[12] ------------------------------------------MLLYEK---------AHEEIVRRATALQTMQ-WQDGTW
[13] ------------------------------------------MLLYEK---------VHEEIARRTTALQTMQ-RQDGTW
[11] -----------------------------------------MGTLQEK---------VRRFQKKTITELRDRQ-NADGSW
[58] ELQQIDDARRRFWERRFERRHSSDLLMRIQFAKENPSSANIP-QVKIKDTEEVREEAVGMTLRRAINFYSTIQ-ADDGHW
[59] DLQQIQHARQRFSDHRFEKKHSADLLMRMQFAKNNSSFVNLP-QIKVKDKEDVTEEAVSRTLRRAINFYSTIQ-GDDGHW
[56] ELAEVEKVRENFRNHRFEKKHSADLLMRIQFANENPGSVVLP-QVKVNDGEDISEDKVTVTLKRAMSFYSTLQ-AHDGHW
[57] --------------------------------------------------------------------------------
[54] DLDDIETARRNFHDNRFTHKHSDDLLMRLQFAKENPMNEVLP-KVKVKDVEDVTEEAVATTLRRGLNFYSTIQ-SHDGHW
[55] DLLEIEKARQNFHDNRFTHKHSADLLMRIHFAKENPMNEVLP-KVRVKDIEDVTEETVKTTLRRAINFHSTLQ-SHDGHW
[53] DLAAVEEARKSFSDNRFVQKHSADLLMRLQFSRENLISPVLP-QVKIEDTDDVTEEMVETTLKRGLDFYSTIQ-AHDGHW
[51] ALAAVEAARRDFAAGRHRLKHSSDRLMRIQFEKENPLKLDLP-AIKLEENEDVTEEAVSTSLKRAISRFSTLQ-AHDGHW
[52] ELAAVEAARRGFAARRHELKHSSDLLMRMQFAKANPLKLDIP-AIKLEEHEAVTGEAVLSSLKRAIARYSTFQ-AHDGHW
[50] EIAEVERVREAFRETRFEKKHSADLLMRLQFAKENPLEMNYP-IIKIEEHEDVTEELVVTSLRKAISRVSTLQ-AHDGHW
[49] EIEAVENAREIYRKNRFKMKHSSDLLMRLQFAKENPAEIGLP-QVKLAENENITEEAAAITLRRAMNRYSTLQ-AHDGQW
[48] DHLAVEKARVDFYNKRFIQHHSADLLMRLQCGGENPLSPLPA-QVKLESANDITEEVIQTTLVRAIRFYATIQ-AHDGHW
[60] ERVEVERLREEFKKNRFRTKQSADLLMRMQLVKENQRVQIPP-AIKIKETEGITEEAVITTLRRAISFYSTIQ-AHDGHW
[61] ERAEIEKIRLNFKLNRFQFKQSADLLMRTQLRKENPINKIPD-AIKLNETEEVTNDAVTTTLKRAISFYSTIQ-AHDGHW
[62] ERAEVEKVREEFTKNRFQMKQSADLLMRMQLRKENPCQPIPP-PVKVKETEVITEEAVITTLRRSLSFYSSIQ-AHDGHW
[63] --------------------------------------------------------------------------------
[66] ERAEVEEARRNFYDNRYQVKPSGDLLWRMQFLKEKNFKQTIP-PVKVEDGEEITYEKSTAALRRAVHFYSALQ-ASDGHW
[67] ELEEVEQVRRQFWDNRYQVKPSGDLLWRMQFLREKNFRQTIP-QVKVGDDEAVTYEAATTTLRRAVHFFSALQ-ASDGHW
[68] ERAQVEEARKNFYDNRFKVKPCGDLLWRFQVLRENNFMQTID-GVKIEDGEEITYEKATTTLRRGTHHLAALQ-TSDGHW
[69] ERAQVEEARRNFYNNRFEVKPCGDLLWRFQVLRENNFKQTIG-GVKIEDEEEITYEKTTTTLRRGTHHLATLQ-TSDGHW
[71] ERAQVEAARQHFYHNRFKVKPCADLLWRFQVLRENNFKQTIP-RVTIEDGEEITYQKVTSAVRRGAHHLAALQ-TSDGHW
[72] ERAQVDAARLHFYNNRFQVKPCGDLLWRFQILRENNFKQTIA-SVKIGDGEEITYEKATTAVRRAAHHLSALQ-TSDGHW
[70] ERAQVEEARQDFYNNRYKVKPCGDLLWRFQVLRENNFKQTIP-SVKIEDGEEITYEKATTTLKRAAHHLAALQ-TSDGHW
[73] EKAQVEAARQHFYDNRFEVKACSDLLWRFQILKEKNFKQTIE-SVKIKDEEEISEENVAITLRRAVHHLSTLQ-SNDGHW
[64] ERAAVEEARRGFLDNRFRVKGCSDLLWRMQFLREKKFEQGIP-QLKATNIEEITYETTTNALRRGVRYFTALQ-ASDGHW
[74] ERAEIERLRHHFTKNRHKGFPSADLLWRVQLLREKNFKQSIP-AVKVGDGEEISYEMALDAMRRGAHFLAAIQ-ASDGHW
[65] ERAEVERVRAEFTKNRFQRKESQDLLLRLQYAKDNPLPANIPTEAKLEKSTEVTHETIYESLMRALHQYSSLQ-ADDGHW
[47] -----------------EKKEATDVDIHLLRLKEPG--THCP-----EGCDLNRAKTPQQAIKKAFQYFSKVQ-TEDGHW
[46] --------------------------------------------------------------------------------
[43] TDLTRWRLQNELGRQRWTYYQAEDDPGREQTGLEAHSLGLDT---RSYFTDLPKAQTAHEGALNGVTFYAKLQ-AEDGHW
[44] TDLTRWRLHNELGRQRWTYYQAEEDPGREQTGLEAHSLGLDT---TSYFKNLPKAQTAHEGALNGVTFYAKLQ-AEDGHW
[45] TDLGRWRLNCERGRQTWTYLQDER-AGREQTGLEAYALGLDT---KNYFKDLPKAHTAFEGALNGMTFYVGLQ-AEDGHW
[37] --DELGRESWEYLTPQQAANDPPSTFTQWLLQDPKFPQPHPE------RNKHSPDFSAFDACHNGASFFKLLQEPDSGIF
[38] --DALGRETWHYLSQSECESEPQSTFVQWLLESPDFPSP-PS------SDIHTSG----EAARKGADFLKLLQ-LDNGIF
[39] --DSAGGETWEYVTKEEAEK-RPLTIAEKYFLGFDLD-----------LPKRPPAKTPLESAEYGYEFFRRLQ-LPDGHW
[40] --EDTGRQRWKYLKTEEERRERPQTYMEKYFLGKNMD-----------LPEQPAAKTPIESARKGFSFYKHLQ-TSDGNW
[41] --EGG-RHTWHYLEDDEAAKEWPQSYADKYFLGMPLVKHPAE------LPELPKATNPLDAVRNGLTFFEKLQ-LPEGHW
[42] --DES-RHTWHYLPSEEAAKAWPQTCADKYYLNLPLG-----------LPSLPQPTTPLDSARNGLTFFEKLQ-LPSGHW
[35] PYGEAGNANDDFEDTGATRTGPRGGPDMRAVKEERCRFVERYQLGLTGTAHVKPRGSVEEAMRAGAEFLLRLQHPYSGHW
[36] PSEDVPMVGEHYEWAAGNVVTPTKEPDMRAIKAKQRRFLEQYQLGLHNTTEIRRRASPEDAMRDGVEFLLRLQDPYSGHW
[33] ----------------------------------------------------------HDPTARAAARLTETQ-QPAGCW
[34] --------------------------------------------------------------RAAMKHLLSLQ-RSAGDW
[29] --------------------------------------------------------------------------------
[27] --------------------------------------MDGGDRLNFGKNLSDSLDKAQTYVSEGVEQILADKLDQDHGV
[28] ----------------------------------------MMAVVENSVSEVLDRRELRGTLDLLRGELLAQR-TKDGHW
[31] ------------------------------------------------------------MPRRCRPPSRRYG-------
[30] VLGFIIVLVLILTPVSAVSMLDYSVSIVKNYKDVTRTRDLSLIVMALSLAFNRTDELSEYEIWHFTEKLISWQ-NDDGGW
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QW5c .
40 50 60 70 80 .
| | | | | .

[01] WGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDR----------------------VDRDRMEKIRRYLLH-E-QRE--DGTWALYPGGPP
[02] WAPLLSNVCMEAEYVLLCHCLGK----------------------KNPEREAQIRKYIIS---QRR-EDGTWSIYPGGPS
[03] KGDLETNVTMDAEDLLLRQFLGI----------------------QDEETTRAAALFIRG-E-QRE--DGTWATFYGGPG
[04] KGDLETNVTMDAEDLLLRQFLGI----------------------QDEKTTRAAGLFIRG-E-QRA--DGTWATFYGGPG
[05] WAELESNVTITAEVVLLHKIWGT----------------------DKTRPLHKVEAYLRS-Q-QKQ--HGGWELFYGDGG
[06] WAELESNVTITAETVLLHKIWGT----------------------DQTRPLHKVEAYLRQ-E-QRQ--HGGWELFYGDGG
[07] WAELESNVTMTAEVILLHKIWGT----------------------EQRLPLAKAEQYLRNH--QRD--HGGWELFYGDGG
[08] WGQLESNVTITAEIILLHKIWQT----------------------DKKIPLNKAKNYLIS-Q-QRE--HGGWELFYGDGG
[09] WAELESNVSMTAEVVLLHKIWRT----------------------DTGRPLAKATAHLLA-E-QRA--HGGWELFYGDGG
[10] WSELESNVTITAEVVILHKIWGT----------------------AAQRPLEKAKNYLLQ-Q-QRD--HGGWELYYGDGG
[14] VFELEADCTIPAEYVLLRHYLAEP---------------------VDTVLEAKIGNYLR-RV-QG--AHGGWPLVHDGEF
[15] VFELEADCTIPAEYVLLRHYLGEP---------------------IDAALEAKIAVYLR-RT-QG--AHGGWPLVYDGEF
[16] AFELEADSTIPSEYILLRHYLAEP---------------------IDVVLEAKIGNYLR-RT-QG--AHGGWPLVHDGPF
[17] CFELEADATIPSEYILFHHFRGTE---------------------PRAGLEAKIGNYLR-RT-QS-KVHGGWALVHDGPF
[18] VYELEADATIPAEYVLLVHYLGET---------------------PNVELEQKIARYLR-RI-QL--PDGGWPLFTDGAP
[19] VYELEADATIPAEYILMVHYLGET---------------------PDLVLEGKIANYLR-R-IQN--ADGGWPLFHAGAS
[20] VFELEADATIPAEYILLKHYLGEP---------------------EDLEIEAKIGRYLR-RI-QG--EHGGWSLFYGGDL
[21] VFELEADATIPAEYILLNHFLDE----------------------IDDAREARIASYLR-AI-QG--KHGGWPLFHDGDF
[22] CFSLEADCTIPAEYILMMHFMDE----------------------IDTALERRIANFLRN-R-QVTDGHGGWPLYYGGDF
[23] VFELEADCTIPAEYILMMHFMDE----------------------IDAALQAKIANYLRHH—-QSA--DGSYPLFRGGAG
[24] CFELESDCTITAEYILMMHFTDE----------------------IDEDLQERMARYLRA-T-QVQETHGGWPQYVGGAI
[25] VFELEADVTIPSEYIMLQRFLGRE---------------------ISPELRMRLENYLLD-R-QLP--DGGWPLYAVDGF
[26] VFELEADVTIPSEYIMLQRFLGRE---------------------ISPELGKRLENYLLD-R-QLP--DGGWPLYAEDGF
[32] CGWVLSNVTVTAEWIFLQYILGLE---------------------MSNEDRRGFLKHFTS-S-QRP--DGSWSLATQTTT
[12] RFCFEGAPLTDCHMIFLLKLLGRD---------------------KEIEPFVERVAS----L-Q--TNEGTWKLHEDEVG
[13] RFCFEGAPLTDCHMIFLLKLLGKD---------------------KEIEPFVKRLAS----L-Q--TNEGTWKLYEDEVG
[11] TFCFEGPIMTNSFFILLLTSLDEG---------------------ENEKELISSLAAGIH-AKQQ--PDGTFINYPDETR
[58] PGDYGGPMFLIPGLVITLSITGT------------------LNAFLSKEHQCEICRYLYNH--QN--EDGGWGLHIEGPS
[59] PGDYGGPMFLIPGLVITLSITGA------------------LNAVLSTEHQREICRYLYNH--QN--KDGGWGLHIEGPS
[56] PGDYGGPMFLMPGLVITLSITGV------------------LNVVLSKEHKREICRYLYNH--QN--RDGGWGLHIEGPS
[57] ---------------------------------------------------------------------------IEGPS
[54] PGDYGGPMFLMPGLVITLSVTGA------------------LNAVLTDEHRKEMRRYLYNH--QN--KDGGWGLHIEGPS
[55] PGDYGGPMFLMPGLVITLSITGA------------------LNAVLTEEHRKEICRYLYNH--QN--KDGGWGLHIEGPS
[53] PGDYGGPMFLLPGLIITLSITGA------------------LNTVLSEQHKQEMRRYLYNH--QN--EDGGWGLHIEGPS
[51] PGDYGGPMFLMPGLLITLYVTGS------------------LNTVLSPEHQKEIRRYLYNH--QN--EDGGWGLHIEGPS
[52] PGDYGGPMFLMPGLIITLYVSGA------------------LNTALSSEHQKEIRRYLYNH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[50] PGDYGGPMFLMPGLIITLYVTGA------------------LNTVLTSEHQKEIRRYLYNH--QN--EDGGWGLHIEGES
[49] PGDYGGPMFLMPGLIIALSVTGA------------------LNTVLSVEHQHEIRRYLYNH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[48] PGDYGGPMFLMPGLVIALYVTGA------------------LNAVLSEMHKKEICRYLYNH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[60] PAESAGPLFFLPPLVLALYVTGA------------------INVVLSREHQKEITRYIYNH--QN--EDGGWGIHIEGHS
[61] PAESAGPLFFLPPLVIALYVTGA------------------MNDILTPAHQLEIKRYIYNH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[62] PGESAGPLFFLQPFVMALYITGD------------------LNTIFSPAHQKEIIRYLYNH--QN--EDGGWGFHIEGHS
[63] --------------------------------------------------------------------------------
[66] PAENAGPLFFLPPLVMCMYITGH------------------LNTVFPAEHQKEILRYIYYH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[67] PAENSGPLFFLPPLVMCVYITGH------------------LDTVFPAEHRKEILRYIYCH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[68] PAQIAGPLFFMPPLVFCVYITGH------------------LDSVFPREHRKEILRYIYCH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[69] PAQIAGPLFFMPPLVFCVYITGH------------------LDSVFPPEHRKEILRYIYCH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[71] PAQIAGPLFFLPPLVFCMYITGN------------------LESVFPEEHRKEILRYTYYH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[72] PAQIAGPLFFLPPLVFCMYITGH------------------LDSVFPEEYRKEILRYIYYH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[70] PAQIAGPLFFQPPLVFCMYITGH------------------LNSVFPEEYRKEILRYIYVH--QN--EDGGWGLHIEGHS
[73] PALNAGPLFYFPPLVFCMYVTGH------------------LDSIFPYEYRKEILRYIYCH--QN--EDGGWGLHVEGHS
[64] PGEITGPLFFLPPLIFCLYITGH------------------LEEVFDAEHRKEMLRHIYCH--QN--EDGGWGLHIESKS
[74] PSETSGPLFYVCPLLICMYIMGF------------------MDKVFSPEHKKEMMRYIYNH--QN--EDGGWGLHVGGHS
[65] PGDYSGILFIMPIIIFSLYVTRS------------------LDTFLSPEHRHEICRYIYNQ--QN--EDGGWGKMVLGPS
[47] AGDYGGPMFLLPGLVITCYVTG---------------------YQLPESTQREIIRYLFNR--QNP-VDGGWGLHIEAHS
[46] ------------------------------------------------AQREGLIVYLRNH--QN--ADGGWGLDVESPS
[43] AGDYGGPLFLLPGLLITCHISHI------------------S---LPAGYREEMVRYLRS-V-QL--PDGGWGLHIEDKS
[44] AGDYGGPLFLLPGLLITCHIAHI------------------P---LPAGYREEMVRYLRS-V-QL--PDGGWGLHIEDKS
[45] TGDYGGPLFLLPGLLITCHVARI------------------P---LPAGYREEIVRYLRS-V-QL--PDGGWGLHIEDKS
[37] PCQYKGPMFMTIGYVAVNYIAG---------------------IEIPEHERIELIRYIVNT--AHP-VDGGWGLHSVDKS
[38] PCQYKGPMFMTIGYVTANYYSK---------------------TEIPEPYRVEMIRYIVNT--AHP-VDGGWGLHSVDKS
[39] ASPYEGPMFLICGAVFAFYISQ---------------------TPFPKGWAPEIIQYLINH--TN--DDGGWGIHTEGVS
[40] ACEYGGVMFLLPGLIIAMYISK---------------------IEFPDEMRIEVIRYLVNH--ANP-EDGGWGIHIEGKS
[41] GCEYGGPMFLLPGVVIARYVTK---------------------NPVPWYYATEIKNYLFAR--ANP-VDGGWGLHIEGES
[42] GCEYGGPMFLLPGIVIAWYVTR---------------------TPIPSAYATAMKDYLSAR--AN--QDGGWGLHIEGET
[35] PNDYSGPLFLTPGVIFVRYIVARGNIRNMFPPHADHHHEGDEPCLCGEAERLELIRYIRNY--MN--EDGGFGQHTEGHS
[36] PNDYSGPLFLTPGFIFTKFIVAGGDIRKMFPPHRDHQHKNDEPCRCGEAERVEMIRYLRNY--MN--KDGGFGQHTEGHS
[33] EGEMIWCPVVTAQVAITRHVVGMP---------------------FSDADAAKIIRHFEF-S-QL--PNGAFGLHPEHPG
[34] EGEMVWCTMILAQAVIVRTVVGRP---------------------YDARERAAIIRHFEL-S-QL--ADGAWGMHPESRG
[29] --------------------------------------------------------------------------------
[27] SPSPGATALASLALLALGREFKG--------------------------AQQRGIQWLW----QNN-RGGWGKVPGGQP
[28] TGELSASALSTATAISAMSAAVRSGKLAG------------ADKAALLEQIQSGRRWLADQ--QND--DGGFGDTDRSHS
[31] ---------LNFYFLHLPYVVGSLR-------------------------------------------SGSSRLKVWGSE
[30] GYFYGSTSSVPDTGFALIALSKARKVAWS-------------DPKREEMIRSAIVKGVIY-LERSFNGNG-WGYLKGMEN
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[01] D---LDTTIEAYVALKYIGM----SRDEEPMQKALRFIQSQ--GGIESSRVFTRMWLALVGEYPWEKVPMVPPEIMFLGK
[02] D---LNATVEAYVALKYLGE----PASDPQMVQAKEFIQNE--GGIESTRVFTRLWLAMVGQYPWDKLPVIPPEIMHLPK
[03] E---LSTTIEAYVALRLAGD----SPEAPHMARAAEWIRSR--GGIASARVFTRIWLALFGWWKWDDLPELPPELIYFPT
[04] D---LSATIEAYVALRLAGD----GPDEPHMAKASAWIRER--GGIASARVFTRIWLALFGWWKWDDLPELPPELIYFPK
[05] E---LSTSVEAYMALKLLGV----PATDPAMIQARDFILQR--GGISKTRIFTKFHLALIGCYNWRGLPSLPAWVMLLPN
[06] E---LSTSVEAYMALRLLGV----PATDPAMIRAQAFILQR--GGISKTRIFTKLHLALIGCYNWRGIPSLPPWIMLLPK
[07] D---LSTSVEAYMGLRLLGV----PETDPALVKARQFILAR--GGISKTRIFTKLHLALIGCYDWRGIPSLPPWIMLLPE
[08] D---LSTSIEAYMALRLLGV----SRTDPIMIEAQNFIIKK--GGISCSRIFTKLHLALIGCYSWQGIPSIPSSIMLLPE
[09] D---LNTSIEAYMALKLLGL----TADHPALARARAFILAK--GGISRARIFTKIHLALIGCYDWRGVPSIPPWVMLLPE
[10] E---LSTSVEAYTALRILGV----PATDPALVKAKNFIVGR--GGISKSRIFTKMHLALIGCYDWRGTPSIPPWVMLLPN
[14] D---MSASVKAYFALKMIGD----SIDAPHMVRAREAIHAR--GGAIHSNVFTRFMLAMFGIVTWRAVPVLPIEIMLLPF
[15] D---MSATVKGYFALKMIGD----SIDAPHMAKAREAILSR--GGAVHANVFTRFLLAMFGILTWRAVPVLPVEIMLLPM
[16] D---MSASVKSYFALKMIGD----SVDAAHMVKAREAIRAR--GGAANSNVLTRFLLALYGVVSWRAVPVLPIEIVLLPI
[17] D---MSASVKAYFALKMIGD----DIEAPHMRAVRKAILQR--GGAANANVFTRILLALYGEVPWTAVPVMPVEVMHLPK
[18] D---VSASVKAYFALKMIGD----PADAEHMVRAREAILAN--GGAEAVNVFTRILLALFGVVSWRAVPMMPVEIMLLPM
[19] D---ISASVKGYFALKMAGD----NPEAEHMRRARAAIHAM--GGAEASNVFTRTLLALYGVMPWQAVPMMPVEIMLLPE
[20] D---LSATVKAYFALKMIGD----SPDAPHMLRARNEILAR--GGAMRANVFTRIQLALFGAMSWEHVPQMPVELMLMPE
[21] D---MSATVKAYYALKLTGD----GVDEPHMVRARQAILEH--GGAERTNVFTRFTLAMFDQVPWRACPVTPVEALLLPR
[22] D---MSCSVKVYYALKLAGD----SPEAAHMVRARNAILER--GGAARSNVFTRLLLAMYRQIPWRGVPFVPAEIMLLPR
[23] D---ISCTVKVYYALKLAGD----SIDAPHMKKAREWILAQ--GGAARSNVFTRIMLAMFEQIPWRGIPFTPVEIMLLPK
[24] D---LSCTVKAYYALKAAGD----SPEAPHMRRAREAVLAL--GGAAKSNVFTRILLAMFEQVPWRAVPYLPVEIMLLPR
[25] A--NISATVKAYLALKVLGH----SPQAPHMIRARIMVLSL--GGAARCNVFTRILLALFGQLPWHTPPAMPVEIVLLPQ
[26] A--NISATVKAYLALKVLGH----SPQAPHMIRARLMVLSL--GGAARCNVFTRILLALFGQIPWHTPPAMPVEIVLLPQ
[32] GGE-LSCTIEAYLALKILGV----SPEEDYMVRARDYVRSH--GGAEKMRMLSRFHLAMFGLIPWAAVPQMPPELIFMPS
[12] G--NLSATIQSYAALLASKKY---TKEDANMKRAENFIQER--GGVARAHFMTKFLLAIHGEYEYPSLFHLPTPIMFLQN
[13] G--NLSATIQSYAALLASKKY---TKEDVNMKRAEMFINER--GGVARAHFMTKFLLAIHGEYEYPSLFHLPTPIMFLQN
[11] G--NLTATVQGYVGMLASGCF---HRTEPHMKKAEQFIISH--GGLRHVHFMTKWMLAANGLYPWPALY-LPLSLMALPP
[58] T---MFGTALNYITLRLLG-EP-EDGMG-AVEKARKWILDH--GGATAITSWGKMWLSVLGVYEWSGNNPLPPEVWLCPY
[59] T---MFGSVLNYVSLRLLG-EEAEDGQG-AVDKARKWILDH--GGASAITSWGKMWLSVLGVYEWAGNNPLPPELWLLPY
[56] T---MFGTVLNYVTLRLLG-EGANDGQG-AMEKGRQWILDH--GSATAITSWGKMWLSVLGVFEWSGNNPLPPETWLLPY
[57] T---MFGSVLNYVTLRLLG-EEANDGDG-AMEKGQKWILDH--GGATAITSWGKMWLSVLGVFEWSGNNPLPPEIWLIPY
[54] T---MFGSVLCYVTLRLLG-EGPNDGEG-DMERGRDWILEH--GGATYITSWGKMWLSVLGVFEWSGNNPMPPEIWLLPY
[55] T---MFGSVLNYVALRLLG-EGPNDRQG-EMEKGRDWILGH--GGATFITSWGKMWLSVLGVYEWSGNNPLPPEIWLLPY
[53] T---MFGSVLNYVTLRLLG-EGPNDGDG-DMEKGRDWILNH--GGATNITSWGKMWLSVLGAFEWSGNNPLPPEIWLLPY
[51] T---MFGSALTYVSLRLLG-EGPESGDG-AMEKGRNWILDH--GGATYITSWGKFWLAVLGVFDWSGNNPLPPEIWMLPY
[52] T---MFGSALTYVSLRLLG-EGPDSGDG-AMEKGRKWILDH--GGATYITSWGKFWLSVLGVFDWSGNNPVPPEIWLLPY
[50] T---MFGSALTYVILRLLG-EGPDDGDG-AMEKGRKWILDH--GSATAITSWGKMWLSVLGVFDWSGNNPLPPEMWLLPY
[49] T---MFGSVLAYVTLRLLG-EGADGGDDQAMQKGRKWILDH--GSATAITSWGKFWLSVLGVFDWSGNNPLPPEMYLLPY
[48] T---MFGTVLNYVTLRLLG-QAPDGGQG-AMEKGCAWILDH--GGATAIPSWGKMWLSVLGVFDWTGNNPLPPEMWLLPY
[60] T---MFGSVLSYITLRLLGEGQE-DGEDKAVARGRKWILDH--GGAVGIPSWGKFWLTVLGVYEWDGCNPMPPEFWLLPN
[61] T---IFGSVLSYITLRLLGEEADSVAEDMALVKGRKWILDH--GGAVGIPSWGKFWLTILGVYEWGGCNPMPPEFWLMPK
[62] T---MFGSALSYIALRILGEGLE-DGEDGAMAKSRKWILDH--GGLVAIPSWGKFWVTVLGLYEWSGCNPLPPEFWFLPD
[63] --------------------------------------------------------------------------------
[66] T---MFCTALSYICMRILG-EGPDGGQDNACARARKWILDH--GGVTHMPSWGKTWLSILGIFEWIGSNPMPPEFWILPS
[67] T---MFCTTLSYICMRILG-EGPDGGVNNACARGRKWILDH--GSVTAIPSWGKTWLSILGVYEWIGSNPMPPEFWILPS
[68] T---MFCTALNYICMRILG-EGPDGGQDNACARARNWIRAH--GGVTYIPSWGKTWLSILGLFDWLGSNPMPPEFWILPS
[69] T---MFCTALNYICMRILG-EGPDGGEDNACVRARNWIRQH--GGVTHIPSWGKTWLSILGVFDWLGSNPMPPEFWILPS
[71] T---MFCTALNYICMRMLG-EGPNGGHDNACARARKWIRDH--GGVTHIPSWGKTWLSILGVFDWCGSNPMPPEFWILPS
[72] T---MFCTALNYICMRILG-EGPDGGQDNACARARKWIHDH--GGVTHIPSWGKTWLSILGVFDWCGSNPMPPEFWILPS
[70] T---MFCTALNYICMRMLG-EGPDGGQDNACARARKWILDH--GGVTHIPSWGKTWLSILGIFDWKGSNPMPPEFWILPS
[73] I---MFCTVLNYICMRILG-EGPNGGKEDACARARKWIHDH--GSVTHVSSWGKIWLSVLGIFDWCASNPMPPEFWMLPS
[64] V---MFCTVLNYICLRMLG-ENPE---QDACKRARQWILDR--GGVIFIPSWGKFWLSILGVYDWSGTNPTPPELLMLPS
[74] N---MFCTTFNYISLRLLG-EEPD---VEAVCKARNWIHDH--DGVTSILSWGKTWLSILNVFDWSASNPMPPEYWMLPT
[65] T---MFGSCMNYATLMILG-EKRNGDHKDALEKGRSWILSH--GTATAIPQWGKIWLSIIGVYEWSGNNPIIPELWLVPH
[47] D---IFGTTLQYVSLRLLG----VPADHPSVVKARTFLLQN--GGATGIPSWGKFWLATLNAYDWNGLNPIPIEFWLLPY
[46] Q---VFTSVLNYVALRLLG----VDAGDAGLRRARQWFLPR--GGPLSSGAWGKIILALLGLYEYNGLQPMPPELWLLPE
[43] T---VFGTALNYVALRILG----IGPDDPDLVRARNVLHKK--GGAVAIPSWGKFWLAVLNVYSWEGLNTLFPEMWLFPE
[44] T---VFGTALSYVSLRILG----IGPDDPDLVRARNILHKK--GGAVGIPSWGKFWLAVLNVYSWEGINTLFPEMWLLPE
[45] T---VFGTALNYVSLRILG----VGPDDPDLVRARNILHKK--GGAVAIPSWGKFWLAVLNVYSWEGLNTLFPEMWLFPD
[37] T---VFGTVLNYVILRLLG----LPKDHPVCAKARSTLLRL--GGAIGSPHWGKIWLSALNLYKWEGVNPAPPETWLLPY
[38] T---CFGTTMNYVCLRLLG----MEKDHPVLVKARKTLHRL--GGAIKNPHWGKAWLSILNLYEWEGVNPAPPELWRLPY
[39] T---VFGTSMNYVVLRILG----MDAGHPVATRARNRLHEL--GGAIGCPHWGKFWLATLNCYDWDGVNPIPPELWLLPD
[40] T---VFGTALNYVVLRILG----LGPDHPVTMKARIRLNEL--GGAIGCPQWGKFWLAVLNCYGWEGINPILPEFWMLPE
[41] T---MLGTTLNYTTLRLVG----VEADHPVMVKARATMHKM--GGAIYAPHWAKFWLTVLGIMKWDIVNPVPPELWLLPD
[42] S---AFGTALNYTALRLVG----VEANEPMMIKARAALHRL--GGALNAPHWTKFWLAVLGVMDWDVVNPVPPELWLLPD
[35] T---MLGTVLNYVALRLMG----VSDDDSDAARARQWIRGE--GGAVSIPTWGKVWLCVLGLYEWDGVNPIPPELSLLPN
[36] T---MLGTALNYVALRFMG----VPADDADATRARAWIRSH--GGAVSVPTWGKVWLCIVGLYSWDGINPIPPELSLLPA
[33] S---VFVTTLVYVAARCLG----VSAEHAVTAKARGWLHAQP-GGVLSAPTWGKFWLTLLGLYGRDGLRPLLPELALLPK
[34] Y---VFFTVLAYVALRLLG----LGPETSMLARARAWLHAQP-EGVKAVPTWGKFWLMLLGLYGREGVNAVPPELFLLPR
[29] --------------------------------------------------------------------------------
[27] D-----EEITKIARLALQG------SQGGWMAKLQVLSQAR---------QFSQMILTLGQRVVPGLEGPTPEEIILPNI
[28] N------IATSYLVLAAWT-----LSDQVTGETTDANAISR-----------LRNWIQLAGELDGLRRRYGKDKTFVVPI
[31] RVRVLVATIAVLITAAPTTALDWKNTEPYKELQTECADAVKA-GTVWWFITTDRGGPYLASAHLWNPQLTFGYELKAISL
[30] D---YRSTLLASAALVMAG------YDYDYVKASYEIIKDKMPDDPFFLYLWIVVTKNVTGIVPKNAIEKLESIKGSEDK
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[01] RMPLNIYEFGSWARATVVALSIVMSRQPVFPLP----ERARVP---------ELYETD-VPPRR----RGAKGGG---GW
[02] SVPLNIYDFASWARATIVTLSYRHESPTCDATS----GLCKGS---------GIVRGE-GPPKR----RSAKGGD---SG
[03] WVPLNIYDFGCWARQTIVPLTIVSAKRPVRPAP----FPLDEL---------HTDPARPNPPRP----LAPVASW---DG
[04] WMPLNIYDFGCWARQTIVPLTVVSAKRPVRPAP----FPLDEL---------HADANDPNPAKP----LAPMVSW---DG
[05] QFPVNIYEMSSWARSSTVPLLIVFDQKPVYQVN----PTITLD---------ELYAEGVENVRY----ELPRSGD--WTD
[06] AFPVNIYEMSSWARSSTVPLLVVCDRKPVFITD----PTINLD---------ELYAEGIDRVRW----ELPQSGD--WTD
[07] GSPFTIYEMSSWARSSTVPLLIVMDRKPVYGMD----PPITLD---------ELYSEGRANVVW----ELPRQGD--WRD
[08] DFPFTIYEMSSWARSSTVPLLIVFDKKPIFSVN----PTINLD---------ELYAEGINNASF----ELPRKYD--LTD
[09] AFPVNIYEMSSWARGSTVPLLIVFDRKPVFAVE----PAITLD---------ELFVEGRAQARF----DLPRSSSDWWAN
[10] NFFFNIYEMSSWARSSTVPLMIVCDQKPVYDIA----QGLRVD---------ELYAEGMENVQY----KLPESGT--IWD
[14] WSPFHINKISYWARTTMVPLMVIAALKPRAKNP----KGVGID---------ELFLQDPRSIGMT---AKAPHQSMAWFL
[15] WSPFHLNKISYWARTTIVPLMVLAALKPRAVNR----LGVGLD---------ELFLQDPKSIGMP---ARGPHQNRGLFA
[16] WSPFHLYKISYWARTTIVPLMVLAVLKPRAKNP----KGVGIE---------ELFLQDTKSVGMN---PKAPHQSWGWFL
[17] WFPFHLDKVSYWARCTMVPLFVIQAKKPRAKNP----RGVGVA---------ELFVTPPDSVRTW---PGSPHATWPWTP
[18] WFPFHLSKVSYWARTVIVPLLVLNAKRPLARNP----RRVRID---------ELFRGAPVNTGPR---DRAPHQHAGWFR
[19] WFPFHLSKVSYWARTVIVPLLVLNSLRPQARNP----RKIGID---------ELFVRPCQATRLP---RRAPHQSPLWVG
[20] WFPVHINKMAYWARTVLVPLLVLQALKPVARNR----RGILVD---------ELFVPDVLPTLQE---SGDP----IWRR
[21] FAPFHWSKVSYWSRTVMTPLMILYSRRARAVNP----RGIGVR---------ELFRRDPEVIRDW---LKNPTGHWIGDA
[22] WFPFHLSKVAYWSRTVMVPLSILCTLKAKAANP----RNIHVR---------ELFTVDPEMEK-----NYFP-VRTPLNH
[23] WFPFHLDKVSYWSRTVMVPLFILCSHKVTARNP----SRIHVR---------ELFTVEPQKER-----HYFDHVKTPLGK
[24] WAPIHIEKMSYWARTTLVPLTILCSLKARAANP----KRVDIR---------ELFVTAPEQER-----HYFL-RGGLLNR
[25] RFFFHLSKVSYWSRTVIVPMLLLYAKQPVCRLR----PEEGIP---------ELFNTPPDKLRNL---DGFQ-SGRWRKN
[26] WFFFHLSKVSYWSRTVIVPLLLLYAKQPVCRLR----PEEGIP---------ELFSTPPDKLRHL---DGFQ-PGYWRKN
[32] WSLVNIYKFSSWARCNIVGLCMLRVHEPLYALP----NGKQLDNDYL----DELWLDPYHKAIPYTVPYLQLMQTSPLGV
[12] DSPFSIFELSSSARIHLIPMMLCLNKRFRVGKK----LLPNLN-----------HIAGGGGE----WFREDRSP--VFQT
[13] DSPLSIFELSSSARIHLIPMMLCLNKRFRVGKK----LLPNLN-----------HIAGGGGE----WFREDRSP--VFQT
[11] TLPIHFYQFSSYARIHFAPMAVTLNQRFVLINR----NISSLH-----------HLDPHMTKNPFTWLRSDAFEERDLTS
[58] LLPCHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPIT-STIQSLRKELYTV---PYHEIDWNKARNDCAKEDLYYPHPLVQDIL
[59] LLPFHPGRMWCHCRMVYLPMCYLYGKRFVGPIT-PIIRSLRKELYLV---PYHEVDWNKARNECAKEDLYYPHPLVQDIV
[56] ILPIHPGRMWCHRRMVYLPMSYLYGKRFVGPIT-PTVLSLRKEVFSV---PYHEIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLIQDIL
[57] IVPIHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPIT-PIVLSLRKELYTI---PYHEIDWNVARNQCAKEDLYYPHPLIQDIL
[54] ALPVHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPIT-PTVLSLRKELFTV---PYHDIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLVQDIL
[55] VLPIHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPIT-PTILSLRKELYTI---PYHDIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLVQDIL
[53] FLPIHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPIT-STVLSLRKELFTV---PYHEVNWNEARNLCAKEDLYYPHPLVQDIL
[51] RLPIHPGRMWCHCRMVYLPMCYVYGKRFVGKIT-PLILELRNELYKT---PYSKIDWDSARNLCAKEDLYYPHPLIQDIL
[52] FLPIHPGRMWCHCRMVYLPMCYIYGKRFVGPVT-PIILELRKELYEV---PYNEVDWDKARNLCAKEDLYYPHPFVQDVL
[50] FLPVHPGRMWCHCRMVYLPMSYIYGKRFTGPIT-PLILSLRKELFNL---PFDQLDWNKARNECAKEDLYYPHPFIQDVL
[49] VLPVHPGRMWCHCRMIYLPMSYIYGKRFVGPVT-QTIISLRKELFNV---PYDQVDWNAARNQCAKEDLYYPHPLIQDIL
[48] FLPTHPGRMWCHCRMVYLPMSYIYGRRFVGPLT-GIVMSLREELYTV---PYEKIDWNQARSMCAKEDLYYPHPFLQDIL
[60] FSPIHPGKMLCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPIT-GLVLSLRQEIYTE---PYHGINWNRARNTCAKEDLYYPHPLAQDML
[61] FFPIHPGKMLCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGKIT-ELVRDLRQELYTD---PYDEINWNKARNTCAKEDLYYPHPFVQDMV
[62] IFPIHPGKMLCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPIT-GLIQSLRQELYNE---PYHQINWNKARSTVAKEDLYYPHPLIQDLL
[63] ----------------------------------------------Q---PYDQINWNKARNTIAKEDLYYPHPMIQDML
[66] FLPMHPAKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFVGPIT-PLILQLREELYTQ---PYHQVNWKKVRHLCAKEDIYYPHPLIQDLL
[67] FLPMHPAKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFVGPIT-PLILQLREELYGQ---PYNEINWRKTRRVCAKEDIYYPHPLIQDLL
[68] FLPMHPAKMWCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPIT-PLILQLREELHTQ---PYEKINWTKSRHLCAKEDIYYPHPLIQDLI
[69] FLPMHPAKMWCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPIT-PLILQLREELHTE---PYEKINWTKTRHLCAKEDIYYPHPLIQDLI
[71] FLPMHP-----------------------GPIT-PLILQLREELFTQ---PYEKVNWKKARHQCAKEDLYYPHPLIQDLI
[72] FLPMHPAKMWCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPIT-PLILQLREELFTE---PYEKVNWKKARHQCAKEDLYYPHPLLQDLI
[70] FLPMHPAKMWCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPIT-PLILQLREELFTQ---PYEKVNWKKARHQCAKEDIYYPHPLIQDLM
[73] FLLKHPAKMLCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPIT-PLILMLREELLTQ---PYEKVNWKKTRHLCAKEDLYYPHPLIQDLI
[64] FLPIHPGKILCYSRMVSIPMSYLYGKRFVGPIT-PLILLLREELYLE---PYEEINWKKSRRLYAKEDMYYAHPLVQDLL
[74] WVPIHPSNMMCYTRITYMPMSYLYGKRFQAPLT-PLVLQLRDELHTQ---PYDQINWRKVRHMCATEDLYFPHPFVQDLL
[65] FLPIHPGRFWCFTRLIYMSMAYLYGKKFVGPIS-PTILALRQDLYSI---PYCNINWDKARDYCAKEDLHYPRSRAQDLI
[47] NLPIAPGRWWCHCRMVYLPMSYIYAKKTTGPLT-DLVKDLRREIYCQ---EYEKINWSEQRNNISKLDMYYEHTSLLNVI
[46] SLPFHPSKLWCHCRMVYLPMSWLYGRRARASET-PLLAAIRNEIFEG---AYDQVDWVAARARVSPTDVYTPRTLWLKVA
[43] WVPAHPSTLWCHCRQVYLPMSYCYATRLSASED-PLVQSLRQELYVQ---DYASIDWPAQRNNVSPDEMYTPHSWLLHVV
[44] WFPAHPSTLWCHCRQVYLPMSYCYATRLSASED-PLVQSLRQELYVE---DYASIDWPAQKNNVCPDDMYTPHSWLLHVV
[45] WAPAHPSTLWCHCRQVYLPMSYCYAVRLSAAED-PLVQSLRQELYVE---DFASIDWLAQRNNVAPDELYTPHSWLLRVV
[37] SLPMHPGRWWVHTRGVYIPVSYLSLVKFSCPMT-PLLEELRNEIYTK---PFDKINFSKNRNTVCGVDLYYPHSTTLNIA
[38] WLPIHPAKWWVHTRAIYLPLGYTSANRVQCELD-PLLKEIRNEIYVPSQLPYESIKFGNQRNNVCGVDLYYPHTKILDFA
[39] WIPFHPGKWWCHVRLVYLPMGYMYGERLKCPKD-SLIMQLRKELYVE---NYDSINFADHRNTISDVDLYFPHTQILDRL
[40] WLPIHPSRWWVHTRAVYLPMGYIYGEKFTAPVD-PLIESLREELYTQ---PYSSINFSKHRNTTSPVDVYVPHTRFLRVI
[41] WVPIAPWRWWIHMRQVFLPMSYLWSKKWQAEET-DLIRELRNELFVE---DWNKIDWAGNRNTIHPNDNYHPKTAFLNTV
[42] WVPIAPWRWWIHIRQVYLPMGYLYSKRWSCEET-ETTRSLKEELFVQ---PHAEINWAAHRNDISVMDNYHPKSWVLNTA
[35] WIPFSPSRLWCHSRVVSIAFSYLYGLRWRQPDN-LLLQCLRYEIYLE---PYGNIKWAKHRSNICAKDCYTPLSSVYKVF
[36] WFPLSQGRLWCHSRVISVPFSYLYGIRWAPEPH-PLLEALRQELYTE---PYDQIQWDQHQSNICNLDCYTPLSSTYKLV
[33] AFPVHPVRFYCHTRYVYLVMSLLQGAHATFDLG-PLRAELERELYGP---LAVPESFRQYRYRLAETDAFEPPNLFIRVA
[34] WLPFHPSRFYCHTRLIYLGIAYLSGVGFSASLSDPLRDALRSELYAE---PYESVDFGAFRHTVARTDLYVPISRVLRLV
[29] MLHIWIRGFSILTNEQVLNSRILSNRILNDRIS-----------------------------------------------
[27] LEESVLAKLPLYGRPVVVAASLLATESQEGLNR-----------------------------------------------
[28] LTNMAIAGLVPWKKVSALPFEAAVVPQSMYRFV-----------------------------------GMPVVSYAVPAL
[31] VYPTLESAERAGLLADRVPAGVPAMTPTSEWSK-----------------------------------------------
[30] IAAASYALLDIEGLTFQTALLLSESEKFQKNWSKWEYPIYST------------MAFSLISEKVIEAGEDKLLKLCSILP
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[01] IFDALDRALHGYQKLSVHPFRRAAEIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALIALKILDMT-QHPAFIKGWEGLELYGV
[02] FFVALDKFLKAYNKWPIQPGRKSGEQKALEWILAHQEADGCWGGIQPPWFYALLALKCLNMT-DHPAFVKGFEGLEAYGV
[03] AFQRIDKALHAYRKVAPRRLRRAAMNSAARWIIERQENDGCWGGIQPPAVYSVIALYLLGYDLEHPVMRAGLESLDRFAV
[04] LFQRLDVALHTYRKVAPRRLRKAAMNTAARWIIERQENDGCWGGIQPPAVYSVIALYLLGYDLEHPVMREGLASLDRFAV
[05] LFLTLDEGFKLAESFNFIPFREEGIKAAEKWIIERQEATGDWGGIIPAMLNSMLALRSLGYDTNDPIVERGLQALDNFAI
[06] LFLTLDQGFKWAESLNLVPFREEGIKAAEKWILERQEATGDWGGIIPAMLNSMLALRCLDYDRSDPIVERGLQAIDNFAI
[07] VFIGLDRVFKLFETLNIHPLREQGLKAAEEWVLERQEASGDWGGIIPAMLNSLLALRALDYAVDDPIVQRGMAAVDRFAI
[08] LFLGLDKAFKFAENLNLMPLQQEGLKAAEKWILERQEVTGDWGGIIPAMLNSMLALKCLEYDVADPVVVRGLEAIDRFAI
[09] LFVDLDWGFKLAESLGAVPLREEGLKAAERWVLERQEATGDWGGIIPAMLNSLLALRCLDYDPHDPVVERGMAAVDRFAI
[10] IFIGLDSLFKLQEQAKVVPFREQGLALAEKWILERQEVSGDWGGIIPAMLNSLLALKVLGYDVNDLYVQRGLAAIDNFAV
[14] LFRSLDAILRVIEPLFPKSLRKRAIDTALAFSEERLNGEDGMGAIYPPMANLVMMYDALGKDENYPPRAVTRRGIDKLLV
[15] LFGAIDAVLRVIEPLIPKKLRKHAIDRAVAFVEERLNGEDGLGAIYPPMANTVMMYKVLGYPEDHPPRAITRRGIDLLLV
[16] LFRGIDGILRVIEPHLPKKLRERAIASALAFTEERLNGEDGMGAIYPSMANIVMMYDALGKDDHFPPRAIARRAIDKLLV
[17] IFGAIDRVLQKTQDHFPKVPRQRAIDKAVAWVSERLNGEDGLGAIFPSMVNSVLMYEVLGYPPDHPQVKIALEAIEKLVA
[18] FFSGVDMLLRAVDGLFPKATRERAVRAAVAFVDERLNGEDGLGAIFPAMANSVMMYDVLGYPADHPNRAIARQSIEKLLV
[19] VFRTLDAVVRMAEPLFPRGLRQRAIERAREFTVERLNGEDGLGAIFPAMVNSVLMFDVLGVPESDPNRAIARRSIDKLLV
[20] FFSALDKVLHKVEPYWPKNMRAKAIHSCVHFVTERLNGEDGLGAIYPAIANSVMMYDALGYPENHPERAIARRAVEKLMV
[21] LIQ-IDKVLRVIEPAIHWAFRDRAEKWALDFIEERLNGRDGLGGIYPAIANTLMAYHTLGYAKDHPGYRIAREAVDGLCT
[22] LLLYLERLGSKLEPLIPSFIRRRALKKAEQWTIERLNGRDGLGAIFPAMVNAYEALTLLGYDHDHPLLQQCRLALRELLV
[23] AILALERFGRMLEPLIPKAVRKKATQKAFDWFTARLNGVDGLGAIFPAMVNAYEALDFLGVPPDDERRRLARESIDRLLV
[24] IFLGLDKFARTLDRWMPKSLRQHAIRKAEAWFLPRMNGEDGLGAIFPPMVNCYEAMILLGYPKDHPARKTCLRSIQKLIV
[25] AFIIIDRLLKRFNRFIPSAIHRKAMAEAEHWTRSRMQGSGGIGAIFPAMAYAVMALRVLGCREDDPDYVRGMQAIDDLLQ
[26] AFIIFDRLLKRFNRFIPSALHRKAIAEAEQWTRSHMQGSGGIGAIFPAMAYAVMALRVLGCGEGDPDYIRGLQAIDDLLQ
[32] LFQLGDLFLWLLSFLGFWFLRRWAVSSSIQWTLDHQEPSGDWGGIYPPMHHNILALMLEGWSQDDPVIQRGIGACQRFLA
[12] LLSDVKQIIS-----YPLSLHHKGYEEIERFMKERIDENGTLYSYATASFYMIYALLALGHSLQSSMIQKAIAGITSYIW
[13] LVSDVKKIIT-----YPLSLHHKGYEEVERFMKERIDENGTLYSYATASFYMIYALLALGHSIQSPIIQKAITGITSYIW
[11] ILLHWKRVFH-----APFAFQQLGLQTAKTYMLDRIEKDGTLYSYASATIYMVYSLLSLGVSRYSPIIRRAITGIKSLVT
[58] WASLYYAYEPIFMYWPAKRLR-EKALDTVMQHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWAED-PNSEAFKLHLPRILDYLW
[59] WASLHHVYEPLFMRWPAKRLR-EKALQCVMQHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVED-PHSEAFKLHIPRIFDYLW
[56] WASLDKVWEPIFMHWPAKKLR-EKSLRTVMEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVED-PNSEAFKLHLPRLHDFLW
[57] WASLHKLLEPILMRWPGKKLR-EKALRTVIEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVED-PNSEAFKLHLPRVYDYLW
[54] WATLHKFVEPVFMNWPGKKLR-EKAIKTAIEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVED-PNSEAFKLHLPRIYDYLW
[55] WASLHKFLEPILMHWPGKKLR-EMAIKTAIEHIHYEDDNTRYLCIGPVNKVLNMLCCWVED-PNSEAFKLHLPRIYDYLW
[53] WASLHKIVEPVLMRWPGANLR-EKAIRTAIEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVED-PNSEAFKLHLPRIHDFLW
[51] WATLHKFVEPVMMHWPGNKLR-EKALNHVMQHVHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLTCWIED-PNSEAFKLHIPRVHDYLW
[52] WATLHKFVEPAMLRWPGNKLR-EKALDTVMQHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLACWIED-PNSEAFKLHIPRVHDYLW
[50] WASLHKFVEPILMHWPGSKLR-EKAVNTAMQHVHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWIED-PNSEAFKLHLPRVMDYLW
[49] WTTLHKCVEPILMRWPGGKLR-GKALKTVMEHVHYEDENTRYICLGHFSKVLNMLCCWVED-QNSEAFKLHLPRLNDYLW
[48] WGTLHKVVEPALMHWPGSMLR-ERALQSVMKHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVED-SNSEAFKRHLARVVDYLW
[60] WGFLHHFAEPVLTRWPFSKLR-EKALKVAMEHVHYEDMNSRYLCIGCVEKVLCLIACWVED-PNSEAYKRHIARIPDYFW
[61] WGVLHNVVEPVLTSRPISTLR-EKALKVAMDHVHYEDKSSRYLCIGCVEKVLCLIATWVED-PNGDAYKRHLARIPDYFW
[62] WGFLHHVAEPVLTRWPFSMLR-EKALKAAIGHVHYEDENSKYLCIGSVEKVLCLIACWAED-PNGEAYKLHLGRIPDNYW
[63] WGFLYHVGEPFLNCWPFTKLR-QKALEIAINHVGYEDENSRYLCIGSVEKVLCLIARWVED-PNSEAYKLHLARIPDYFW
[66] WDSLYIFTEPLLTRWPFNKLVREKALQVTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWVED-PNGDYFKKHIARIPDYIW
[67] WDSLYVLTEPLLTRWPFNKLR-EKALQTTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLVCWVED-PNGDYFRKHLARIPDYIW
[68] WDSLYIFTEPLLTRWPFNKLVRKRALEVTMKHIHYEDENSRYLTIGCVEKVLCMLACWVED-PNGDAYKKHLARVQDYLW
[69] WDSLYIFTEPLLTRWPFNKLVRKRALEVTMKHIHYEDENSRYLTIGCVEKVLCMLACWVED-PNGDAFKKHIARVPDYLW
[71] WDSLYIFTEPLLTRWPFNKLIREKALQVTMKHIHYEDETSRYITIGCVEKVLCMLACWVED-PNGDAFKKHLARVPDYLW
[72] WDSLYLFTEPLLTRWPFNKLVREKALQVTMKHIHYEDETSRYITIGCVEKVLCMLACWVED-PNGDAFKKHLARVPDYLW
[70] WDSLYLFTEPLLTRWPFNKLVREKALEVTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWVED-PNGDAFKKHLARVPDYLW
[73] WDSLYIFVEPLLTHWPFNKLLREKALQTVMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCILACWVED-PNGDAFKKHLARLPDYLW
[64] SDTLQNFVEPLLTRWPLNKLVREKALQLTMKHIHYEDENSHYITIGCVEKVLCMLACWVEN-PNGDYFKKHLARIPDYMW
[74] WDTLYLLSEPLMTRWPFNKLIRQKALNETMRHIHYEDENSRYITIGCVEKPLCMLACWVED-PNSEYVKKHLARIPDYLW
[65] SGCLTKIVEPILNWWPANKLR-DRALTNLMEHIHYDDESTKYVGICPINKALNMICCWVEN-PNSPEFQQHLPRFHDYLW
[47] NGSLN-AYEKVHSKWLR-----DKAIDYTFDHIRYEDEQTKYIDIGPVNKTVNMLCVWDRE-GKSPAFYKHADRLKDYLW
[46] NQAMY------GYEWLAGKQLRARALDFALEQIRAEDEATHFICIGPINKVLNMVVWHFVN-PEGPEVRAHLERLPDYFF
[43] YGLLN-----LYERFHSTSLR-KWAVQMLYEHIAADDCFTKCISIGPISKTINMLVRWSVDGPSSPAFQEHVSRIKDYLW
[44] YGLLN-----LYERFHSTSLR-KWAIQLLYEHVAADDRFTKCISIGPISKTVNMLIRWSVDGPSSPAFQEHVSRIKDYLW
[45] YALLN-----LYEHHHSAHLR-QRAVQKLYEHIVADDRFTKSISIGPISKTINMLVRWYVDGPASTAFQEHVSRIPDYLW
[37] NSLVV-FYEKYLRNRFIYSLS----KKKVYDLIKTELQNTDSLCIAPVNQAFCALVTLIEEGVDSEAFQRLQYRFKDALF
[38] NSILS-KWEA-VRPKWLLNWV----NKKVYDLIVKEYQNTEYLCIAPVSFAFNMVVTCHYEGSESENFKKLQNRMNDVLF
[39] NWILE-KYFTYLRPSWLKKLG----TRRAYELIKIEDQNTDYSCIGPVNAAMNTVCVYFHEGPSSKAFQKHIQRLHDFMW
[40] NSILT-FYHTIFRFSWIKDMA----SKYAYKLIEYENKNTDFLCIGPVNFSIHILAVYWKEGPDSYAFKSHKERMADFLW
[41] NWLLVNIWNPVFRTKYLVEKA----EAWASELIDMEDENTDYSDLAPVNAAMNTVCCYVRDGPGAYSVRRHVERLDEVLW
[42] NWFLVNIWNPYLRTNGIKERA----EKWTSELIDMEDKNTDYSDLAPVNAPMNTVACYVRDGPDSYSVRRHLERLEECLW
[35] AAVMS-----LYEKRPIKFLR-RRALEVAWTHIAYDDESTHFICLGPVNKAFDMLITWIREGETSGRYLNHLNRLDDYFF
[36] AVLLK-----LYEKWHIKSLR-RHALEVAWSHVAYDDEDTKFICLGPVNKALDMLLTWIREGEKSGRYQNHVSRVADFIY
[33] ERVMG-----WYDRVALPGLR-RAALKRCADLIDLDLDANGYLTLSPVNGTLNALALFARG-ADREVIAKCVSGFEFYRF
[34] YDLLA-----RYERRPWKALR-QRALTLCFEQILREQRSTRYQGISPVSGLLNCLAIFAHD-PRHPDLAPSLEGVEAWRW
[29] ------------------------DKNILNDKISDNRILNDKISDNQIFNNRMLNAVELAIGKASNFIISNQSDEGYWLD
[27] ---------------------------GIQYLLDTQMEDGSWSEDIIATSLAILGIMRLGGYPEPCQRAGRWLIQKQYAT
[28] VAIGQVKFLEGGGCLPPWSLVRRAAIEPSMKVLRSMQPSSGGYLEATPLTAFVVMSLSASGRADHEVTQNGLRFLRDSML
[31] --ASEEAVRWVLDNQNEDGGWGQAWTYRGITHSGSLTSDTAVAIMLLIHEIERRHESGGEYGELVSAVRRGLTWLLDQQL
[30] ELQNEDGGWSLYKGYPSDVVVTYYVLKALEICNPRSEAAIKALEFMREISKRYENEIMRDHYLRNNYLYSILALAEYNAL
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[01] ELDYG-----------------------------------GWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADH----DRLVKA
[02] HTSDG-----------------------------------GWMFQASISPIWDTGLTVLALRSAGLPPDH----PALIKA
[03] WREDG-----------------------------------ARMIEACQSPVWDTCLATIALADAGVPEDH----PQLVKA
[04] WRDDG-----------------------------------ARMIEACQSPVWDTCLATIALADAGVPADH----PQLVRA
[05] ETVD------------------------------------CYRVQPCVSPVWDTAWVIRALIDSGIAPDH----PAIVKA
[06] ETDN------------------------------------SYRVQPCVSPVWDTAWVMRALVESGFVPDH----PAVVKA
[07] ETET------------------------------------EYRVQPCVSPVWDTALVMRAMVDSGVAPDH----PALVKA
[08] ENED------------------------------------SYRVQACVSPVWDTAWVIRSLVDSGISPSH----PAMVKA
[09] ETES------------------------------------TYRLQPCVSPVWDTALTMRALVDSGLPPDH----PALAAA
[10] ETED------------------------------------SYAIQACVSPVWDTAWVVRALAEADLGKDH----PALVKA
[14] IG------------------------------------DDEAYCQPCVSPVWDTTLTAHALLEAGGDKAG----PAAKHG
[15] IG------------------------------------EEEAYCQPCVSPIWDTSLTCHALLEAGGAEAA----QPVREG
[16] IG------------------------------------EEEAYCQPCLSPVWDTALTCHALQEVGGANAV----AKAKQG
[17] EK------------------------------------DDEAYVQPCLSPVWDTALTSHAMLEVGGTQAE----ANARAG
[18] IK------------------------------------DDEAYCQPCLSPVWDTSLVAHALLETGEARAE----QAAERG
[19] IK------------------------------------DDEAYCQPCLSPVWDTSLAAHALLEVGEPRTI----AAAARG
[20] LDGTEDQG------------------------------DKEVYCQPCLSPIWDTALVAHAMLEVGGDEAE----KSAISA
[21] PH------------------------------------AKGEYVQPCLSPVWDTCLASHAIQEAGQSAGD----RAVDQS
[22] NEGE-----------------------------------DITWCQPCVSPVWDTVLASLALQEDERAD-----NGPVRHA
[23] FQG------------------------------------DSVYCQPCVSPIWDTALTSLTLQEVARHTADLRLDAALSKG
[24] HRDD-----------------------------------GSAYCQPCVSPVWDTAWSAMALIHSGDDTAT---QTAIARA
[25] HRTPQEADSPRTGGPCIDSGTSAAFAFDPSPHAAADGRGNSSICQPCNSPIWDTCLSLSALMEAGMPASH----PAAKQA
[26] HRTPQEADPPRTDGTCIDSGMSAAFALTPSAHAAADGTGSSSICQPCNSPIWDTCLSLSALMEAGMPASH----PAATQA
[32] EDPAH-----------------------------------GKWMQPSVSPVWDTFLMIRAVADAKTTDDAD---KLLVKP
[12] KMER------------------------------------GNHLQNSPSTVWDTALLSYALQEAQVSKDN----KMIQNA
[13] KMER------------------------------------GSHLQNSPSTVWDTALLSYALQEAQVPKAS----KVIHNA
[11] KCNG------------------------------------IPYLENSTSTVWDTALISYALQKNGVTETD----GSVTKA
[58] IAEDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTTFAVQAIIST--NIAEE-YGQTLRKA
[59] IAEDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTAFAVQAIMST--KLAEE-YGTTLRKA
[56] LAEDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTAFAVQAIIST--NLAEE-YGPTLRKA
[57] LAEDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTAFTVQAILST--KLGEE-FGPTLRKA
[54] VAEDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTAFAAQAIIST--NLIDE-FGPTLKKA
[55] IAEDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTAFTAQAIISS--NLIEE-YGPTLRKA
[53] LAEDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTGFAIQAILAT--NLVEE-YGPVLEKA
[51] VAEDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTAFAVQAITAT--GLIDE-FAPTLKLA
[52] IAEDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTAFTVQAIVAT--GLIEE-FGPTLKLA
[50] LAEDG-----------------------------------MKMRGYNGSQLWDTAFTVQAIIST--DLFEE-FGLALTKA
[49] IAEDG-----------------------------------MKIQGYNGSQLWDTAYAVQAIIAT--GFSNE-FGTTLKKA
[48] VAEDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTAFATQALIST--NLLDD-CGPLLKKA
[60] VAEDG-----------------------------------LKMQSFG-CQMWDAAFAIQAILSS--NLAEE-YGPTLMKA
[61] VAEDG-----------------------------------MKMQSFG-CQMWDAAFAIQAIFSS--NLTEE-YGPTLKKA
[62] VAEDG-----------------------------------LKIQSFG-CQMWDAGFAIQAILSC--NLNEE-YWPTLRKA
[63] LAEDG-----------------------------------MKIQSFG-CQMWDAAFAIQAILAC--NVSEE-YGPTLWKA
[66] VAEDG-----------------------------------IKMQSFG-SQEWDTGFAIQALLAS--NLTDE-IGPTLARG
[67] VAEDG-----------------------------------MKMQSFG-SQEWDTGFSIQALLDS--DLTHE-IGPTLMKG
[68] MSEDG-----------------------------------MTMQSFG-SQEWDAGFAVQALLAA--NLNDE-IEPALAKG
[69] ISEDG-----------------------------------MTMQSFG-SQEWDAGFAVQALLAT--NLIEE-IKPALAKG
[71] VSEDG-----------------------------------MTMQSFG-SQEWDAGFAVQALLAT--NIIEE-IGPTFAKG
[72] VSEDG-----------------------------------MTMQSFG-SQEWDAGFAVQALLAT--NLVEE-IAPTLAKG
[70] VSEDG-----------------------------------MCMQSFG-SQEWDAGFAVQALLAT--NLVDE-LGPTLAKG
[73] VSEDG-----------------------------------MTLHSFG-SQTWDASLIIQALLAT--NLIED-VGPILTKA
[64] VAEDG-----------------------------------MKMQSFG-CQLWDTGFAIQALLAS--NLPDE-TDDALKRG
[74] MAEDG-----------------------------------MKMQSFG-SQSWDAALAMQALLSC--NITRE-IGSVLNSG
[65] MAEDG-----------------------------------MKAQVYDGCHSWELAFIIHAYCST--DLTSE-FIPTLKKA
[47] LSFDG-----------------------------------MKMQGYNGSQLWDTAFTIQAFMES--GIANQ-FQDCMKLA
[46] EAADG-----------------------------------IKMNGYNSSELWDTSFAVQAAVAT--GEVER-CRPMLAEA
[43] LGLDG-----------------------------------MKMQGTNGSQIWDTSFAIQALLEAGAHHRPE-FLPCLQKA
[44] LGLDG-----------------------------------MKMQGTNGSQTWDTSFAVQALLEAGAHRRPE-FLPCLQKA
[45] MGLDG-----------------------------------MKMQGTNGSQIWDTAFAIQALLEAGGHHRPE-FSSCLQKA
[37] HGPQG-----------------------------------MTIMGTNGVQTWDCAFAIQYFFVAGLAERPE-FYNTIVSA
[38] HGPQG-----------------------------------MTVMGTNGVQVWDAAFMVQYFFMTGLVDDPK-YHDMIRKS
[39] VQPEG-----------------------------------MLMRGTNGLQVWETSFTLQALVESGLYEKEA-FKPDIAKA
[40] ISKKG-----------------------------------MMMNGTNGVQLWDTSFAVQALVESGLAEDPE-FKDHMIKA
[41] VNAEG-----------------------------------MLCNGTNGVQCWDTAFAIQAIMDAGLTEDPR-WRPMLIKS
[42] VKDEG-----------------------------------MLVNGTNGVQCWDTSFLVAAFCEAGLHHEDR-WQPMLRRA
[35] MGPEG-----------------------------------LRMSGYNGSQLWDTSFAVQALCAC--NMELL-YPEEMALA
[36] MGPEG-----------------------------------MRVCGYNGSQLWDTSFAVQAVCAC--NMELL-YPQQMSLA
[33] DDPER-----------------------------------GLRYSGGSTRTWDTGFALEALLANP-AVASV-YRDVVHRG
[34] EDEAE-----------------------------------GLRYVGARSNAWDTAFAVQALAELP-ELDEE-AKHALSRA
[29] FYIPG----------------------------------------MGKSSQWVTAYIAYSLSRLPNTDKS------VQKA
[27] G----------------------------------------AWPAFDQLKNWAMGWAVCIAGETGNGWRGN---SWLEPG
[28] PDGS--------------------------------------WPIDTNLANWATSLATTALTMD----------PDDDRS
[31] EDGGWS----------------------------------RKREEAREGAPWHTRAAVAALLMALERRDLLNLDDSAVDR
[30] TEEEK-----------------------------------EKAIEIIESSFWGNNLGKQPKTVA-----------LAIRT
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[01] GEWLLDRQI--TVPGDWAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNTLRLPD------ERRRRDAMTKGFRWIV
[02] GEWLVSKQI--LKDGDWKVRRRKAKPGGWAFEFHCENYPDVDDTAMVVLALNGIQLPD------EGKRRDALTRGFRWLR
[03] SDWMLGEQI--VRPGDWSVKRPGLPPGGWAFEFHNDNYPDIDDTAEVVLALRRVRHHD------PERVEKAIGRGVRWNL
[04] ADWMLGEEI--VRPGDWAVKRPQLPPGGWAFEFHNDNYPDIDDTAEVVLALRRVKHHD------PERLDNAIRRGVRWNL
[05] GEWLLQKQI--LDYGDWNVKNRQGKPGAWAFEFENRFYPDVDDTAVVVMALHAAKLPN------EQLKQKACDRALQWVA
[06] GEWLLQKQI--LDYGDWAVKNRQGKPGAWAFEFENRFYPDVDDSAVVVMALHLAKLPN------EKIKQAAIARAVNWIA
[07] GEWLLSKQI--LDYGDWHIKNKKGRPGGWAFEFENRFYPDVDDTAVVVMALHAVTLPN------ENLKRRAIERAVAWIA
[08] GQWLLQQQI--LDYGDWVFKNKFGKPGGWAFEFMNRFYPDIDDTAVVVMALDVVELPD------EDLKGKAIARGMEWIA
[09] GTWLLKKQI--LDYGDWAVKNRTGPPGGWAFEFDNRFYPDVDDTAVVVMALDAVRLAD------ETAKGQAIARAVCWVA
[10] GQWLLDKQI--LTYGDWQIKNPHGEPGAWAFEFDNNFYPDIDDTCVVMMALQGITLPD------EERKQGAINKALQWIA
[14] LDWLIPKQE-LEVKGDWAVKRPDVRPGGWAFQYNNAYYPDLDDTAVVVMSMDRMRREH----G-VTGYDSAIDRGREWIE
[15] LDWLLPKQV-LDLKGDWAVKAPNVRPGGWAFQYNNAHYPDLDDTAVVVMALDRARRDQ----P-SAAYDNAIARGREWIE
[16] LDWLKPRQV-LDVKGDWAVKAPNIRPGGWPFQYNNAHYPDLDDTAVVVMAMDRAQRHA----G-SKEYATAIARGREWIE
[17] LDWLKPLQI-LDIKGDWAETKPNVRPGGWAFQYANPHYPDLDDTAVVVMAMDRAQRQHGLVSG-MPDYSTSIARAREWVE
[18] LAWLRPLQI-LDVRGDWISRRPNVRPGGWAFQYNNDYYPDVDDTAVVVMAMHRSAALT----H-SEVDREAIARAREWVV
[19] LDWLLPLQE-LELRGDWTVRRPNVRPGGWAFQYANPHYPDVDDTAVVAAAMDRVDKGD----R-SNRYDEAVSRACEWIV
[20] LSWLKPQQI-LDVKGDWAWRRPDLRPGGWAFQYRNDYYPDVDDTAVVTMAMDRAAKLS---DL-HDDFEESKARAMEWTI
[21] NAWLRERQV-LDVVGDWKSNRGHLRPGGWAFQYNNPHYPDVDDTAVVVMALARSKEDE--------ANREAIARAEEWII
[22] LDWLVPLQA-LDQPGDWRNSRPDLPGGGWAFQYANPHYPDLDDTAAAAWALCQADTE---------DYRTSITRAADWLA
[23] LKWLASKQIDKDAPGDWRVNRAGLEGGGWAFQFGNDYYPDVDDSAVVAHALLGSEDP---------SFDDNLRRAANWIA
[24] GDWLVQRQE-LDCRGDWEAQAPQAAPGGWAFQYANGYYPDIDDTALVAALLHISDRRR---GQ-PGQHAFNIDRAVDWML
[25] VEWLLSQQI--FSPGDWSLKAPDLEGGGWAFQFENTLYPDLDDTSKVIMSLLRAGALE------NGLYRDRVARGVNWVL
[26] VEWLLSQQI--LSPGDWSLKVPDLEGGGWAFQFENTLYPDLDDTSKVIMSLLRAGALE------NERYRDRIARGVNWVL
[32] VDWVLAQQIDDDHIGDWRIYRPDIPAGGFAFEYFNKWYPDVDDTAVGVVALMRHDPSL--------VNDDRILKAAAWTL
[12] TAYLLKKQH--TKKADWSVHAPALTPGGWGFSDVNTTIPDIDDTTAVLRALARSRGNK--------NIDNAWKKGGNWIK
[13] SAYLLRKQQ--TKKVDWSVHAPDLFPGGWGFSDVNTTIPDIDDTTAALRALARSRGNE--------NVDTAWKRAVNWVK
[11] ADFLLERQH--TKIADWSVKNPNSVPGGWGFSNINTNNPDCDDTTAVLKAIPRN------------HSPAAWERGVSWLL
[58] HEYIKDSQVLEDCPGDLNFWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVILLSQFPSETVG-KSVDVKRLYDAVHVIL
[59] HKYIKDSQVLEDCPGDLQSWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVLLLSKLPSEIVG-KSIDEEQIYDAVNVIL
[56] HTFMKNSQVLDDCPGDLDAWYRHVSKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGFKAVLQLSKLPSELVG-EPLDAKRLYDAVNVIL
[57] HTYIKNSQVLEDCPGDISSWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVLLLSKLPTAIVG-EPLDARRLYDAVNVIL
[54] HAFIKNSQVSEDCPGDLSKWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVLLLSKIAPEIVG-EPLDSKRLYDAVNVIL
[55] HTYIKNSQVLEDCPGDLSKWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVLLLSKIAPEIVG-EPLDAKRLYDAVNVIL
[53] HSFVKNSQVLEDCPGDLNYWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAALLLSKVPKAIVG-EPIDAKRLYEAVNVII
[51] HNFIKNSQVLDDCPGDLSYWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAALLLSKISPEIVG-EPVEVNRLYDAVNCLM
[52] HGYIKKTQVIDDCPGDLSQWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAALLLSKISPDIVG-EAVEVNRLYDSVNCLM
[50] HEFIKKTQVLEDCPGDLNFWYRHISKGAWPFSTADHGWPISDCTSEGLKAALLLSKISPEIVG-DPLDGKSLYDAVNVIL
[49] YKYVKDSQVLEDCPGDLSYWHRHISKGSWPFSTADQGWLVSDCTAEGLKAALLLSKISPEIVG-DPIVANRLYDAVNVIL
[48] HIYIERSQVQEDCPGDLNFWYRHISNGAWPFSTRDHGWPISDCSSEGLKAALALSQLPQDIVG-KPIPSQRIFDCVNLML
[60] HNFVKASQVQENPSGDFNEMYRHTSKGAWTFSMQDHGWQVSDCTAEGLKAALLFSQMPIELVG-AEIETGHLYDAVNVIL
[61] HEFVKASQVRDNPPGDFSKMYRHTSKGAWTFSIQDHGWQVSDCTAEGLKVSLLYSQMNPKLVG-EKVETEHLYDAVNVIL
[62] HEFVKASQVPENPSGDFKAMYRHINKGAWTFSMQDHGWQVSDCTAEGLKVAILFSQMPPDLVG-EKIEKERLYDAVNVIL
[63] HDFLKASQVVENPSGEFKAMYRHICKGSWTFSMHDQGWQVSDCTAEGLKAALLLSKMPSDLVG-EKLESERLYDAVNVIL
[66] HDFIKKSQVKDNPSGDFESMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLFSIMPPEIVG-EKMEPEQLYDSVNVLL
[67] HDFIKKSQVKDNPSGDFKSMYRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLIFSTMPEEIVG-KKIKPERLYDSVNVLL
[68] HDFIKKSQVTENPSGDFKSMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLLSMLPPEIVG-EKMEPERLYDSVNVLL
[69] HDFIKKSQVTENPSGDFKSMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLLSLLPPEIVG-EKMEPERLFDSVNLLL
[71] HDFIKKSQVKDNPFGDFKSMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLLSMLPPEIVG-EKMEPERLYDSVNVLL
[72] HDFIKKSQVRDNPSGDFKSMYRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLLSMLPPEIVG-EKMEPERLYDSVNVLL
[70] HDFIKKSQVRDNPSGDFKNMHRHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLLSMLPPDIVG-EKMEPECLFDSVNLLL
[73] HEFIKKSQVRDNPSGDFKSMYRHISKGSWTFSDKDHGWQVSDCTAESLKCCLLLSMLPPEIVG-EKMEPEMLYDSVNILL
[64] HNYIKASQVRENPSGDFRSMYRHISKGAWTFSDRDHGWQVSDCTAEALKCCLLLSMMSADIVG-QKIDDEQLYDSVNLLL
[74] HDFIKNSQVRNNPPGDYKSMFRYMSKGSWTFSDCDHGWQVSDCTAENLKCCLLLSLLPPDIVG-EKMEPERFYDAVNVIL
[65] HEFMKNSQVLFNHP-NHESYYRHRSKGSWTLSSVDNGWSVSDCTAEAVKALLLLSKISADLVG-DPIKQDRLYDAIDCIL
[47] GHYLDISQVPEDAR-DMKHYHRHYSKGAWPFSTVDHGWPISDCTAEGIKSALALRSLP---FI-EPISLDRIADGINVLL
[46] ARFIEANQVLEDTP-EPERFFRHPSKGGWPFSTRDHGWPISDCTAEGLKASLALEPLGLN-----RVPQARLQDAVQFIL
[43] HEFLRLSQVPENCP-DYQKYYRHMRKGGFSFSTLDCGWIVADCTAEGLKAVLLLQNQCPSIT--EHIPRERLCDAVDVLL
[44] HEFLRLSQVPDNNP-DYQKYYRHMHKGGFPFSTLDCGWIVADCTAEALKAVLLLQERCPSIT--EHVPQERLYNAVAVLL
[45] HEFLRLSQVPDNPP-DYQKYYRQMRKGGFSFSTLDCGWIVSDCTAEALKAVLLLQEKCPHVT--EHIPRERLCDAVAVLL
[37] YKFLCHAQFDTECV-PGS--YRDKRKGAWGFSTKTQGYTVADCTAEAIKAIIMVKNSPVFSEVHHMISSERLFEGIDVLL
[38] YLFLVRSQFTENCV-DGS--FRDRRKGAWPFSTKEQGYTVSDCTAEAMKAIIMVRNHASFADIRDEIKDENLFDAVEVLL
[39] LEFLDRQQIRTQYE-GSG--YRYNSLGAWPFSNITQGYTVSDTTSEALRAVLLVQSLPDFEKL---VDIPRLRLSVDVIL
[40] LDFLDKCQIQKNCD-DQQKCYRHRRKGAWPFSTRQQGYTVSDCTAEALKAVLLLQNLKSFPKR---VSYDRLKDSVDVIL
[41] LEFLEDQQIRENVK-DQDKCYRHPRKGAWAFSNKDQGYAVSDCVSEALKSVIILQKTPGFPTL---IDDQRIFDAVDTML
[42] LEFLEKQQLRENVQ-DQAKCYRQTRKGGWPFSNKDQGYAVSDCTSEALKAVIKLQKTQGFPQL---LDDRRIFDTVDTLL
[35] HHYVDVAQVQENPV-AATQFYRHRTKGAWNFSTRPQAWQVSDCTAEGLRVLLLLRHKPFPHQR--------IYDAVDQIL
[36] HHYVDVAQVQKDPK-SAAHFYRHRTKGAWNFSTASQSWQVSDCTAEGLRVVLLLRHNPFSVSR--------IRDAVDEIL
[33] YRFLAAHQMS-KSVAGRDPSFPDTARGGWCLGDGGHAWPVSDCTAEALSAVLSAHTHG-MAPE-ERIPDARLIQAAEFML
[34] HAFLDQAQMT-AELADYREAWRDPALGGWCFSDGRHCWPVSDCAAEAMSALFALYERGDVRIS-EALGADRLRLGVEFIL
[29] IVWLL---------------HTKFSSGGWGYHQN--CLPDADSTANVVRLLAYYFKKENLLTQ--ENFVFYLHEFADLLA
[27] VAWLKQAQN---------------ADGSYG-STPPYTHPDLDDTAVALIGLYQVGAEN--------------PLGVQLLK
[28] WSTNELIQWQRGCQYQERHPFTGADPGGWGWTDLTGSVPDADDTPGAIISLRMQATTRPDPLCDDYSRDWPASDSSGSVS
[31] IKSAIERGVSWLLERQNPDGSWYSGLMCQEYSADTQAYILSTLIDVYLKADRLGLHVD------RDRILNAIRRGIEWLF
[30] LVALGISPNDKIIKENLEWLMKKMEHGGWGFVFETSLVEWYFAPTYPETLDVFTSLLP-------VVGKEKLGKTIEFIK
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[01] GMQSSN----GGWGAYDVDNTSDLPN-HIPFCDFG-EVTDPPSEDVTAHVLECFGS----------------FGYDDAWK
[02] EMQSSN----GGWGAYDVDNTRQLTKSDSIFATSG-EVIDPPSEDVTAHVLECFGS----------------FGYDEAWK
[03] GMQSKN----GAWGAFDVDNTSAFPN-RLPFCDFG-EVIDPPSADVTAHVVEMLAV----------------EGLAHDPR
[04] GMQSKD----GGWGAFDVDNTSPFPN-RLPFCDFG-EVIDPPSADVTAHVVEMLAF----------------EGLSHDPR
[05] SMQCKP----GGWAAFDLDNDQDWLN-SVPYGDLK-AMIDPNTADVTARVIEMLGA----------------CNLSIDSH
[06] SMQCKP----GGWAAFDLDNDQDWLN-SIPYGDLK-AMIDPNTADVTARVVEMLGA----------------CDLSIDSD
[07] SMQCRP----GGWAAFDVDNDQDWLN-GIPYGDLK-AMIDPNTADVTARVLEMVGR----------------CQLAFDRV
[08] SMQCEA----GGWAAFDVDNNQDWLN-ATPYGDLK-AMIDPNTADVTGRVLEMVGC----------------CGLAMDSW
[09] SMQCRG----GGWAAFDIDNDAHWLN-SLPYADLK-AMIDPNTADVTARVLEMYGR----------------CRLIPAAA
[10] TMQCKT----GGWAAFDIDNDQDWLN-QLPYGDLK-AMIDPSTADITARVVEMLGA----------------CGLTMDSP
[14] GMQSDD----GGWAAFDVNNLEYYLN-NIPFSDHG-ALLDPPTEDVTARCVSMLAQ---------------LGETAKTSK
[15] GMQSDD----GGWAAFDVNNTEYYLN-NIPFSDHG-AMLDPPTEDVTARCVSMLAQ---------------LGETEQTSK
[16] GMQSRD----GGWAAFDVNNLEYYLN-NLPFADHG-ALLDPPTEDVTARCVSMLAQ---------------VGEFTQRSK
[17] GLQSAD----GGWAAFDADNNHHYLN-HIPFSDHG-ALLDPPTADVTARVVSMLAQ---------------LGETRETSR
[18] GMQSSD----GGWGAFEPENTQYYLN-NIPFSDHG-ALLDPPTADVSGRCLSMLAQ---------------LGELPQGSE
[19] GMQSSN----GGWGAFEPENTHLYLN-NIPFADHG-ALLDPPTADVSARCLAMLCQ---------------LGQMPANSE
[20] GMQSDN----GGWGAFDANNSYTYLN-NIPFADHG-ALLDPPTVDVSARCVSMMAQ---------------AGISITDPK
[21] GMQSSN----GGWGAFDAENEHDFLN-HVPFADHG-ALLDPPTVDVSARCLGMLAQ---------------LGRP-KTDP
[22] GMQSSN----GGFAAFDIDNVHYYLN-EIPFADHG-ALLDPPSSDVTARCIGLLA----------------LNGEARHQE
[23] GMQSRN----GGFGAFDADNTYYYLN-SIPFADHG-ALLDPPTADVSARCAMFLARW--------------VNRQPELRP
[24] ALQSRN----GGFAAFDADNTHYYLN-AIPFADHG-ALLDPPTEDVSGRVAACLG----------------ILKRDQDRD
[25] GMQSSD----GGWAAFDIDNNYHYLN-DIPFADHG-ALLDPSTSDLTGRCIELLS----------------MVGFDRTFP
[26] GMQSSD----GGWAAFDIDNNYHYLN-DIPFADHG-ALLDPSTSDLTGRCIELLS----------------MVGFDRTFP
[32] GMQNRD----FGWAAFDADNNAFYLH-ATPFSDMD-SLTDSSTPDVTGHVLEMLGLMYRLERQGRVKSPEMLAFLSQSHG
[12] GLQNND----GGWGAFEKGVTSKLLAKLPIENASD-MITDPSTPDITGRVLEFFGTY---------------AQNELPEK
[13] GLQNND----GGWGAFEKGVTSRILANLPIENASD-MITDPSTPDITGRVLEFFGTY---------------TQNELPEK
[11] SMQNND----GGFSAFEKNVNHPLIRLLPLESAED-AAVDPSTADLTGRVLHFLGEK---------------VGFTEKHQ
[58] SLQNTD----GGFATYELTRSYHWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTLFKKLHPGH---------RREEIEN
[59] SLQNTD----GGFATYELTRSYPWLELMNPAETFGDIVIDYTYVECTSAAIQALVAFKKLYPGH---------RRDEIDN
[56] SLQNSD----GGYATYELTRSYSWLELVNPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTAFKKLFPGH---------RREEIQH
[57] SLQNDG----GGFATYELTRSYSWMELINPAETFGDIVIDYPYVECTSASIQALAAFKNLYPWH---------RREEVEC
[54] SLQNEN----GGLATYELTRSYTWLEIINPAETFGDIVIDCPYVECTSAAIQALATFGKLYPGH---------RREEIQC
[55] SLQNED----GGFATYELTRSYTWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTSFKKLYPGH---------RREEIQC
[53] SLQNAD----GGLATYELTRSYPWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALISFRKLYPGH---------RKKEVDE
[51] SWMNNN----GGFATYELTRSYAWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTSFKKLYPGH---------RRKDVDN
[52] SYMNDN----GGFATYELTRSYAWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTAFKKLYPGH---------RKSEIDN
[50] SLMNND----GGFATYELTRSYAWLEIINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTLFKKTYPGH---------RREEIDN
[49] SLKNPG----GGFASIELTRSYAWLEIINPAESFGDIVIDYPTAESTSACIQALASFRMLYPGH---------RRDEIEK
[48] SMQNSD----GGFATYELTRSYPWLEKINPAETFGDIVIDYSYVECTSAITQALVSFKKLYPEH---------RHKEIET
[60] TLQSAS----GGFPAWEPQKAYRWLEKLNPTEFFEDVLIERDYVECTSSAVQALKLFKQLHPGH---------RRKEIAS
[61] SLQSEN----GGFPAWEPQRAYAWLEKFNPTEFFEDVLIEREYVECTSSAIQGLTLFKKLHPGH---------RTKEIEH
[62] SLQSSN----GGFPAWEPQRAYGWLEKFNPTEFFEDTLIEREYVECTSPAVHGLALFRKFYPRH---------RGTEIDS
[63] SLQSSN----GGFPAWEPQNAYSWLEKFNPTEFFEDTLIEREYAECTGSAMQALYLFTKLHPTH---------RAKEIHH
[66] SLQSKN----GGLAAWEPAGAQEWLELLNSTEFFADIVIEHEYIECTASAMQTLVLFKKLYPGH---------RKKEIEN
[67] SLQRKN----GGLSAWEPAGAQEWLELLNPTEFFADIVIEHEYVECTSSAIQALVLFKKLYPGH---------RKKEIDN
[68] SLQSKK----GGLAAWEPAGAQEWLELLNPTEFFADIVVEHEYVECTGSAIQALVLFKKLYPGH---------RKKEIEN
[69] SLQSKK----GGLAAWEPAGAQEWLELLNPTEFFADIVVEHEYVECTGSAIQALVLFKKLYPGH---------RKKEIEN
[71] SLQSKK----GGLAAWEPAGAQEWLEYSNPTEFFADIVVEHEYVECPGSAIQALVLFKKLYPGL---------RRKEIEN
[72] SLQSKK----GGLSAWEPAGAQEWLELLNPTEFFADIVVEHEYVECTGSAIQALVLFKKLYPGH---------RKKEIEN
[70] SLQSKK----GGLAAWEPAGAQEWLELLNPTEFFADIVVEHEYVECTGSAIGALVLFKKLYPGH---------RKKEIEN
[73] SLQGKK----GGLPAWEPSEAVEWLELFNPIEFLEEIVVEREYVECTSSAIQALVLFKKLYPEH---------RKKEVEN
[64] SLQSGN----GGVNAWEPSRAYKWLELLNPTEFMANTMVEREFVECTSSVIQALDLFRKLYPDH---------RKKEINR
[74] NMQSKN----GGLPAWEPASSYYWMEWLNPVEFLEDLIIEHQHVECTSSALQAILLFRKQYPGH---------RRKEINN
[65] SFMNTD----GTFSTYECKRTFAWLEVLNPSESFRNIVVDYPSVECTSSVVDALILFKETNPRY---------RRAEIDK
[47] TLQNGD----GGWASYENTRGPKWLEKFNPSEVFQNIMIDYSYVECSAACIQAMSAFRKHAPNHP--------RIKEINR
[46] SMQNKD----GGWATYELQRGPLALEVLNPSDVLSTIMVDVSYVECTSACVQALAAWRKHHQVQ----------DARVDL
[43] SLRNAD----GGFATYEKKRGGYLLELLNPSEVFGDIMIDYTYVECTSAVMQALKHFHEHFPDY---------RAAEVRE
[44] SMRNSD----GGFATYETKRGGYLLELLNPSEVFGDIMIDYTYVECTSAVMQALRHFREYFPDH---------RATESRE
[45] NMRNPD----GGFATYETKRGGHLLELLNPSEVFGDIMIDYTYVECTSAVMQALKYFHKRFPEH---------RAAEIRE
[37] NLQNIGSFEYGSFATYEKIKAPLAMETLNPAEVFGNIMVEYPYVECTDSSVLGLTYFHKYF-DY---------RKEEIRT
[38] QIQNVGEWEYGSFSTYEGIKAPLLLEKLNPAEVFNNIMVEYPYVECTDSSVLGLTYFAKYYPDY---------KPELIQK
[39] GMQNE----NLGFASYEPARTGEWMELLNPAEVFGNIMVEYSYPECTTSVILALRAFTKYDPGY---------RRDEIEN
[40] SLQNK----DGGFASYELIRGPSWLEFINPAEVFGDIMIEHSYPECTTAAVTALCYFRSLCSHY---------RGPEINK
[41] TYQNP----SGACSSYETPRAGQWMEVLNAAEVFGNIMVEYEYPECTTAVLTTLSLFKKHWPNH---------RTAEIDN
[42] LYQNDD---TGACSSYENRRAGEWMEMFNAAEVFGNIMVEYDYPECTTSCVTALNLFRKHWPEY---------RAEDIEK
[35] SLRNRG----GGWASYEPTCAPHYVELLNCSDVFKDVMTDYVYTECTSSCVHTLSLFREHFPDY---------RREDVDR
[36] SLRNAK----GGWASYEPTRAPLYVELFNSSDVFRDVMTDYGYAECSSSCIHTLALFREHYPGY---------RRAEINA
[33] TRQNRD----GGFGSYERARSPRWLERMNPSEMFTRCMTDQSYIECTGSCLVALGRFRKAIPHH---------AAGRITR
[34] SRQNAD----GGFGTYERRRGGRLLELVNPSEMFGQCMTELSYVECTASSLGALAHYLRNYPDL---------PGGKITA
[29] SYQDRN---TGGFLTYLPGSNGKYHTMPDSAWCIS----EPSITAMAGNAFLTAGP-------------------EWFEQ
[27] RLQNKD----GSWGTFPSFEG-------TPPQITSEFPVYISSVDVTIHALEALWR-----------------RGRTQEE
[28] ANALDTWKACDRGVDWLLGLQNRDGGWPTFCRGWGKLPFDRSSNDLTAHALRAIACLPKR-------------ESAKRSR
[31] NGEEAG----VTWVEGSHGRGPAWAYSSAYLEAQGSPETTVTGNVLSLVLLKALWFD----------------VATDVEI
[30] NNPPSV--------EWRKLYAYVTLLKIGEVPDWTVEVPEDYSNPLIDAILVEYYTIS----------------PEIPKV
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[01] VIRRAVEYLK------REQKPDGSWFGRWGVNYLYGTGAVVSALK-AVGIDTREPY-------IQKALDWVEQHQNPDGG
[02] VIRKAVEYLK------AQQRPDGSWFGRWGVNYVYGIGAVVPGLK-AVGVDMREPW-------VQKSLDWLVEHQNEDGG
[03] -TRRGIQWLL------DAQETDGSWFGRWGVNYVYGTGSVIPALT-AAGLPTSHPA-------IRRAVRWLESVQNEDGG
[04] -TRRGIQWLL------SAQEANGSWFGRWGVNYVYGTGSVVPALV-AAGLPASHPA-------IRRAVTWLETVQNDDGG
[05] NLERALTYLL------NEQEAEGCWFGRWGVNYIYGTSGVLSALA-LINPQKYQRH-------IQQGATWLVGCQNPDGG
[06] NLERSLTYLL------REQETEGCWFGRWGVNYIYGTSGVLSALA-LIDPQRHKLS-------IERGAAWLLGCQNLDGG
[07] ALDRALAYLR------NEQEPEGCWFGRWGVNYLYGTSGVLTALS-LVAPRYDRWR-------IRRAAEWLMQCQNADGG
[08] RVKRGIDFLV------REQEEEGCWFGRWGVNYIYGTSGVILALA-VMARESHRGY-------IERGASWLVGCQNSDGG
[09] GAQRALDYLR------RTQEPEGCWFGRWGVNYLYGTSGVLSALA-AFAP-AERTA-------IERAAAWLRGCQNTDGG
[10] RVERGLTYLL------QEQEQDGSWFGRWGVNYLYGTSGALSALA-IYDAQRFAPQ-------IKTAIAWLLSCQNADGG
[14] HVADGVAYLR------KTQHPEGSWYGRWGMNFIYGTWSVLCALN-MAGVRHDDPM-------IRKAADWLASIQNKDGG
[15] AVARGVAYLR------KTQLPDGSWYGRWGMNYIYGTWAVLCALN-AAGVDHQDPA-------IRKAVAWLASIQNADGG
[16] AVAEGIAYLR------RTQHAEGSWYGRWGLNYIYGTWSVLCALN-AAGIDHQDPM-------IRKAVEWLVSIQSWDGG
[17] ALDRGVTYLL------NDQEKDGSWYGRWGMNFIYGTWSVLCALN-AAGVDPQSPE-------IRKAVAWLIRIQNPDGG
[18] PAQRAFAYML------KEQEPDGSWYGRWGLNYIYGTWTALCSLN-AAGMPHDDPR-------MKRAAKWLLSIQNEDGG
[19] PAARALRYLL------DEQEADGSWFGRWGTNYIYGTWSALCGLN-AAGIGTDAPE-------MTRAAQWLLSIQNEDGG
[20] -MKAAVDYLL------KEQEEDGSWFGRWGVNYIYGTWSALCALN-VAALPHDHLA-------VQKAVAWLKTIQNEDGG
[21] VVARGLDYLW------REQEADGSWFGRWGTNYIYGTWSALNAFN-AVEWDMTDPR-------ICKAVDWLKSRQRDDGG
[22] TVKRGLTFLF------NEQEPSGAWFGRWGTNYVYGTWSVLEALK-LARVDHDHQA-------VKRAVQWLKSVQRADGG
[23] VLERTIDYLR------REQEADGSWFGRWGTNYIYGPGAVLLAYE-GRRVPNDDPS-------VRRAVAWLKSIQREDGG
[24] GLRRCIDYLR------TTQQPDGSWWGRWGSNYIYGTWSALSGLA-LAGEDLRQPY-------LRKSVDWLRTRQHPDGG
[25] PIAQGIGFLR------SKQEGSGAWFGRWGVNYIYGTWSVLSGLR-QAGEDMQQPY-------IRRAVGWLTSCQNHDGG
[26] PIARGIGFLR------SEQEENGAWFGRWGVNYIYGTWSVLSGLR-QAGEDMQQPY-------IRKAVGWLASCQNHDGG
[32] ACDRGLGYLL------GSQEAFGGWYGRWGVNYIFGTSAALCALAYFADRKGVRGK-------MAAGADWLRSRQNPDGG
[12] QIQRAINWLM------NVQEENGSWYGKWGICYLYGTWAVMTGLR-SLGIPSSNPS-------LTRAASWLEHIQHEDGG
[13] QKQSAINWLM------NVQEENGSWYGKWGICYIYGTWAVLTGLR-SLGIPSSDPS-------VKRAALWLEHIQHEDGG
[11] HIQRAVKWLF------EHQEQNGSWYGRWGVCYIYGTWAALTGMH-ACGVDRKHPG-------IQKALRWLKSIQNDDGS
[58] CIAKAAEFIE------NIQASDGSWYGSWGVCFTYAGWFGIKGLVAAGRTYKN-------CSSIHKACDYLLSKELASGG
[59] CVAKAADFIE------SIQATDGSWYGSWGVCFTYGGWFGIRGLVAAGRRYDN-------CSSLRKACDFLLSKELASGG
[56] SIEKAALFIE------KIQSSDGSWYGSWGVCFTYGTWFGIKGLVTAGRTFSS-------CASIRKACDFLLSKQVASGG
[57] CIEKAAKFIE------KIQAKDGSWYGSWGVCFTYGTWFGILGLLAAGRNFNN-------CSSISKACDFLLSKQLPSGG
[54] CIEKAVAFIE------KIQASDGSWYGSWGVCFTYGTWFGIKGLIAAGKNFSN-------CLSIRKACEFLLSKQLPSGG
[55] CIEKAASFIE------KTQASDGSWYGSWGVCFTYGTWFGVKGLIAAGKSFNN-------CSSIRKACEFLLSKQLPSGG
[53] CIEKAVKFIE------SIQAADGSWYGSWAVCFTYGTWFGVKGLVAVGKTLKN-------SPHVAKACEFLLSKQQPSGG
[51] CINKAANFIE------SIQRSDGSWYGSWAVCFTYGTWFGVKALVAAGRTFKS-------SPAIRKACEFLMSKELPFGG
[52] CISKAASFIE------GIQKSDGSWYGSWAVCFTYGTWFGVKGLVAAGRTFKN-------SPAIRKACDFLLSKELPSGG
[50] CIRKSARFIE------KIQLADGSWYGSWGVCFTYGIWFGMKGLLAAGRTYET-------SSCIRKACDFLLSKQVASGG
[49] CITKGVQFIE------KTQEHDGSWYGSWAVCYTNGTWYGVKGLISGGKCYEN-------SHSIRKACDFLLSKQLKSGG
[48] CILKATRYIE------NIQRPDGSWYGSWGVCFTYGTWFGVLGLAAAGKTYQN-------CSNIRKACEFLLSKQLPSGG
[60] CISKAIQYIE------ATQNPDGSWDGSWGICFTYGTWFAVEGLVACGKNYHN-------SPTLRRACEFLLSKQLPDGG
[61] CISRAVKYVE------DTQESDGSWYGCWGICYTYGTWFAVDALVACGKNYHN-------CPALQKACKFLLSKQLPDGG
[62] SIYRGIQYIE------DVQEPDGSWYGHWGICYTYGTWFAVGALAACGRNYKN-------CPALRKSCEFLLSKQLPNGG
[63] CLSKAINYIE------NTQNPDGSWYGCWGICYTYGTWFAVQGLTACGKNYHN-------SPSLRKACQFLLSKQLPDGG
[66] FIKNAAQFLQ------VIQMPDGSWYGNWGVCFTYGTWFALGGLAAVGKTYNN-------CLAVRRAVDFLLRAQRDNGG
[67] FITNAVRYLE------DTQMPDGSWYGNWGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTYYN-------CAAVRKAVEFLLKSQMDDGG
[68] FISEAVRFIE------DIQTADGSWYGNWGVCFTYGSWVALGGLAAAGKTYTN-------CAAIRKAVKFLLTTQREDGG
[69] FIFNAVRFLE------DTQTEDGSWYGNWGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTYTN-------CAAIRKGVKFLLTTQREDGG
[71] FITNAVRSLE------DTQTADGSWYGNWGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTYTK-------CAAIRKAVKFLLTTQREDGG
[72] FIANAVRFLE------DTQTADGSWYGNWGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTFAN-------CAAIRKAVKFLLTTQREDGG
[70] FISEAVRFLE------DTQTADGSWYGNWGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTYAN-------CAAIRKAVKFLLTTQRGDGG
[73] FIANAVRFLE------YKQTSDGSWYGNWGICFTYGSWFALNGLVAAGKTYDN-------CAAIRKGVEFLLTTQREDGG
[64] SIEKAVQFIQ------DNQTPDGSWYGNWGVCFIYATWFALGGLAAAGETYND-------CLAMRNGVHFLLTTQRDDGG
[74] FINKAVQFLQ------DIQLPDGSWYGNWGICYTYGTWFALKALSMAGKTYEN-------CEAVRKGANFLRKIQNPEGG
[65] CIEEAVVFIE------NSQNKDGSWYGSWGICFAYGCMFAVRALVATGKTYDN-------CASIRKSCKFVLSKQQTTGG
[47] SIARGVKFIK------SIQRQDGSWLGSWGICFTYGTWFGIEGLVASGEPLTS--------PSIVKACKFLASKQRADGG
[46] AISRGAEFIR------RAQREDGSWIGSWGVCFTYGTWFGVTGLIAAG-VSPG-------DMVLRRAAAFLRSHQRSDGS
[43] TLNQGLDFCR------RKQRADGSWEGSWGVCFTYGTWFGLEAFACMGHTYQDGA-A---CAEVAQACNFLLSQQMADGG
[44] TLNQGLDFCR------KKQRADGSWEGSWGVCFTYGTWFGLEAFACMGHIYQNRT-A---CAEVAQACHFLLSRQMADGG
[45] TLTQGLEFCR------RQQRADGSWEGSWGVCFTYGTWFGLEAFACMGQTYRDGT-A---CAEVSRACDFLLSRQMADGG
[37] RIRIAIEFIK-----KSQ-LPDGSWYGSWGICFTYAGMFALEALHTVGETYEN-------SSTVRKGCDFLVSKQMKDGG
[38] TISSAIQYIL-----DSQDNIDGSWYGCWGICYTYASMFALEALHTVGLDYES-------SSAVKKGCDFLISKQLPDGG
[39] TIENALEYVV------KMQRPDGSWYGSWAICFTYAAMFATGSLASAGRYYEN-------CPVQKKACEFLLSKQRPDGG
[40] SVKNAIQFIK------ESQRPDGSWYESWAICFTYATMFALESLSCVKDFYEN-------SFHSRRACDFLVNKQEEDGG
[41] FITRAVKWIK------SNQKPHGGWYGNWGICFTYATMFALESLASVGETYEN-------SRYAKKGCDFLVAKQREDGG
[42] FIKRATNWIRGSSLHLSSGGRMAGWYGSWGICFTYATMFGLESLASIGETYSN-------SDVAKRACDYLLSKQREDGG
[35] AIRDGVKCML------ANQRTDGSYYGSWAVCFTYAAWLCASALRISGEIYSMER-----HPTCVRLVNFLLSHQNTDGG
[36] AIREGLKFVL------SLQRPDGSFYGSWGVCFTYAAWIVASALCISREIPDMAN-----HPSCVRLIDFLLSHQNADGG
[33] ATNRGARFLL------SRQRPDGAFPGAWGVYLTYGTFHAVRGLRAAGYAPSH--------RALQRAANWLIATQKRDGG
[34] AIRKAERFLR------SRQLDDGSFPGFWGINYTYAVFHVAKGLRMAGVEPAD--------PVLQAAAGWLLEKQRSDGG
[29] EISKAREFLIS------RQNSAGYWDSYWWDCRIYGTSLACNFLKQLGEIDPV-----------KKAISWLKSIFVPSKG
[27] SVYRGLGWLS------AQQDAQGAFTSSWYEGSIYSTAQALELFSKWKFNWHQLYLTRDILEARQKAINFIVESQQEDGG
[28] AVQRGLRFLR------KNQQADGSWLPLWFGNQDRPEEDNPIYGTSRVLVDVSPALG---HDAISRGLYYLINSQNSDGG
[31] ETPGGKRKLS-------DLVTDPEYNLHATVEWLVSQRYR-----------------------GTEHPEWYGAWPWPARD
[30] NVYTVLSELRG---KEVELRTNDPKLGQIVAESIEGTVNASVKVRISELLAVP------------DVGDYIFVAP--VGR
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[01] WGEDCRSYEDP--AYAGKGASTPSQTAWALMALIAGGRA---------------ESEAARRGVQYLVETQRPD-------
[02] WGEDCRSYDDP--RLAGQGVSTPSQTAWALMALIAGGRV---------------ESDAVLRGVTYLHDTQRAD-------
[03] WGEDLRSYRYVR-EWSGRGASTASQTGWALMALLAAGER---------------DSKAVERGVAWLAATQRED-------
[04] WGEDLRSYPEAA-EWSGKGASTASQTGWALLALLAAGER---------------ESKAVERGIEWLAQTQRPD-------
[05] WGETCFSYNDP--SLKGQGDSTPSQTAWALIGLIAAGEATGNF-----------AHDAIERGINHLVSTQQPD-------
[06] WGETCRSYDDP--SLKGKGDSTASQTAWALIGLLAAGEATGKL-----------AVKAIEQGIGYLMATQQPD-------
[07] WGETCWSYHDP--SLKGKGDSTASQTAWAIIGLLAAGDATGDY-----------ATEAIERGIAYLLETQRPD-------
[08] WGESCWSYNDP--SLKGKGKSTASQTAWALIGLLAAGEGTGNF-----------ARDAIDGGVGFLVSTQNDD-------
[09] WGETCGSYVDR--TLMGQGPSTASQTAWALLGLIDASRVARFS-----------DSSALERGLAYLVETQKAD-------
[10] WGETCESYKNK--QLKGQGNSTASQTAWALIGLLDALKYLPSLGQDA--K----LTTAIEGGVAFLVQGQTPK-------
[14] WGEDTVSY-RLDYKGWEAAPSTASQTAWALLALMAAGEVD---------------HPAVARGVEYLIATQNEK-------
[15] WGEDGVSY-RLDYRGYETAPSTASQTAWALLSIMAAGEVD---------------HPAVARGIEYLKGTQTEK-------
[16] WGEDAISY-RLDYSGYEQAPSTSSQTAWALLGLMAAGEVE---------------HPAVARGVNYLKNAQTEN-------
[17] WGEDASSY-KLN-PEFEPGYSTASQTAWALLALMAVGEVD---------------DPAVARGVNYLMRTQGAD-------
[18] WGEGGESY-KLDYHGYERAPSTASQTAWALMGLMAAGEVN---------------HEAVARGVAYLQREQREH-------
[19] WGESGDSY-KLEYRGYEKAPSTASQTAWAMLGLMAAGAGD---------------HPALVRGVEYLLRTQASH-------
[20] WGENCDSY-ALDYSGYEPMDSTASQTAWALLGLMAVGEAN---------------SEAVTKGINWLAQNQDEE-------
[21] WGEDCATY-WKERRSVSKA-STPSQTAWAVLGLMAAGEVD---------------SPEVERGIRYLLEAPRDG-------
[22] WGETNDSYLDSELAG-QLETSTSFQTAWAVLGLMAAGEVG---------------STAVRNGIDYLIRTQSAA-------
[23] WGEDNFSYHDPSYRG-RFHTSTAFQTGFALIALMAAGEXG---------------SPEVQAGVDYLLRQQRPD-------
[24] WGETNDSYIDPHLAGTNAGISTPHSTAWAVLAQLAMGEVE---------------SDSVRRGIAFLLACQQTD-------
[25] WGETCYSYDDPSLAG--QGESTPSQTAWSLLGLMAAGDVH---------------SLAVRRGVRYLLDHQNQW-------
[26] WGETCYSYDDPSLAG--KGASTPSQTAWSLLGLMAAGEVN---------------SLAVRRGVRYLLDHQNQW-------
[32] WGELLESYDNK--ALAGRGRSTPSQTAWALQGLLELEDPR---------------GEVVEAGVNWLLRHQVTSPSRNSGR
[12] WGESCHSSVEKR--FVTLPFSTPSQTAWALDALISYYDTE---------------TPAIRKGVSYLLSNPYVNER-----
[13] WGESCQSSVEKR--FVTLPFSTPSQTAWALDALISYYDKE---------------TPVIRKGISYLLSNSYINEK-----
[11] WGESCKSAEIKT--YVPLHRGTIVQTAWALDALLTYENSE---------------HPSVVKGMQYLTDSSSHSADS----
[58] WGESYLSCQDKVYTNLKDNRPHIVNTGWAMLALIDAGQAERDPT-------------PLHRAARILINSQMEN-------
[59] WGESYLSGQNKVYTNIKDDRPHIVNTGWAMLSLIDAGQSERDPT-------------PLHRAARILINSQMDD-------
[56] WGESYLSCQNKVYTNLEGNRSHVVNTGWAMLALIDAGQAERDAT-------------PLHRAAKLLINSQMEN-------
[57] WGESYLSCQNKVYSNIVGNTSHVVNTGWAVLALIAAGQAERDPA-------------PLHRAAKLLINSQCEN-------
[54] WAESYLSCQNKVYSNLEGNRSHVVNTGWAMLALIEAEQAKRDPT-------------PLHRAAVCLINSQLEN-------
[55] WGESYLSCQNKVYSNVESNRSHVVNTGWAMLALIDAEQAKRDPT-------------PLHRAAVYLINSQMEN-------
[53] WGESYLSCQDKVYSNLDGNRSHVVNTAWAMLALIGAGQAEVDRK-------------PLHRAARYLINAQMEN-------
[51] WGKSYLSCQDQVYTNLEGKHAHAVNTGWAMLTLIDAGQAERDPT-------------PLHRAAKVLINLQSED-------
[52] WGESYLSSQDQVYTNLEGKRPHAVNTGWAMLALIDAGQAERDPI-------------PLHRAAKVLINLQSED-------
[50] WGESYLSCQNKVYTNLEGNRAHAVNTGWAMLALIDAGQGERDPK-------------PLHRAAKVLINMQMEN-------
[49] WGESYLSCQEKVYTNLEGNRAHAVNTSWAMLALIDAGQAQRDAE-------------PLHRAAKVLINMQMEN-------
[48] WGESYLSCQEKVYTHLEGGRSHIVSTAWAMLALIYAGQALRDPK-------------PLHRAAIVLVNYQMEN-------
[60] WSESYLSSSNKVYTNLEGNRSNLVQTSWALLSLIKAGQVEIDPG-------------PIHRGIKLLVNSQMED-------
[61] WGESYLSSSNKVYTNLEGNRSNLVHTSWALISLIKAGQAEIDPT-------------PISNGVRLLINSQMEE-------
[62] WGESYLSSQNKVWTNIEGNRANLVQTAWALLSLIDARQAEIDPT-------------PIHRGVRVLINSQMED-------
[63] WGESYLSSQNKVYTNLEDNRANLVQTSWALLSLISAGQADIDPT-------------PIHRGMKLIINSQMED-------
[66] WGESYLSCPKKEYVPLEGNKSNLVHTAWAMMGLIHAGQAERDPT-------------PLHRAAKLIINSQLED-------
[67] WGESYLSCPKKVYVPLEGNRSNLVHTGWALMGLIHSEQAERDPT-------------PLHRAAKLLINSQMED-------
[68] WGESYLSSPKKIYVPLEGSRSNVVHTAWALMGLIHAGQAERDPT-------------PLHRAAKLLINSQLEE-------
[69] WGESYLSSPKKIYVPLEGNRSNVVHTAWALMGLIHAGQSERDPT-------------PLHRAAKLLINSQLEQ-------
[71] WGESYLSSPKKIYVPLEGSRSNVVHTAWALMGLIHAGQADRDPM-------------PLHRAAKLLINSQLEE-------
[72] WGESYLSSPKKIYVPLEGSRSNVVHTAWALMGLIHAGQAERDPA-------------PLHRAAKLIINSQLEE-------
[70] WGESYLSSPKKIYVPFEGNRSNVVHTAWALMGLIHSGQAERDPT-------------PLHRAAKLLINSQLEE-------
[73] WGESHLSSSKKIYVPLERSQSNIVQTSWAIMGLIHAGQMERDPT-------------PLHRAVKLIINFQQEE-------
[64] WGESYLSCSEQRYIPSEGERSNLVQTSWAMMALIHTGQAERDLI-------------PLHRAAKLIINSQLEN-------
[74] FGESYLSCPYKRYIPLDGKRSNLVQTAWGMMGLICAGQADVDPT-------------PIHRAAKLLINSQTED-------
[65] WGEDYLSSDNGEYID--SGRPNAVTTSWAMLALIYAGQVERDPV-------------PLYNAARQLMNMQLET-------
[47] WGESFKSNVTKEYVQ--HETSQVVNTGWALLSLMSAKYPDRE---------------CIERGIKFLIQRQYPN-------
[46] WSEVVESCRQG--RWIEGTHGHAVNTSWALLTLASVG--EQNSE-------------AVRRGIRWLRDRQQED-------
[43] WGEDFESCEQRRYVQ--SARSQVHSTCWALMGLMAVR--HPDIT-------------AQERGIRCLLGKQLPN-------
[44] WGEDFESCEQRRYVQ--SAGSQVHSTCWALLGLMAVR--HPDIS-------------AQERGIRCLLGKQFPN-------
[45] WGEDFESCEERRYLQ--SAQSQIHNTCWAMMGLMAVR--HPDIE-------------AQERGVRCLLEKQLPN-------
[37] WGESMKSSELHSYVD-SEK-SLVVQTAWALIALLFAEYPNKE---------------VIDRGIDLLKNRQEES-------
[38] WSESMKGCETHSYVN-GEN-SLVVQSAWALIGLILGNYPDEE---------------PIKRGIQFLMKRQLPT-------
[39] WSESYMACVTGVYTE-TES-SLVTQTGWALDALINAKYPDRK---------------PIEKGIKFLMASQKSD-------
[40] WSEGYQSCTDGIWTR-HPTGSQVVQTAWACIGLMYANYPDET---------------PIKRGINLIMSRQQPN-------
[41] WSESYKACETGEYVE-HPTGSQVVMTAWALVGLIKAKYPNND---------------PIKKGIKLIMDRQQPN-------
[42] WSESYKSCETMQWHE-HPDGSQVVQTAWALIALMHGQCPDIA---------------AMKRGIKLIMERQQPN-------
[35] WGEDVSACARGVWVD-NPSGSQVVNTAWAVMAIMAASGEASSTELRRQLR----ILKAVSAGIHFIVSRQLST-------
[36] WGEDVTASVRSLWVD-NPSGSQVVNTAWAVMAIMSAAGEAARSLPRRREQ----ISVAVERGIRLIMSRQLVT-------
[33] WGEDYHGCLRQEYVEH--PESQATMTSWAIVALCETVGTGHPAV---------------QKGAAWLASRQRAD-------
[34] WGEHYSSCLEGRYVES--RHSQTVMTAWALLALMEVYPAAHEAV---------------ERGIAWLCSQQGED-------
[29] WGNGYEAVPYPFYTALSLSSLLLFENNIHSREVKDSVLWLIENQNED--------GSWFSKPILRVPDPQVREP------
[27] WG-------------------SIVETGLALSGLLRYGRAVPQQV--------------LDKGSIHLMYSQNLN-------
[28] WGGG--ESVRETFGLPEGFISSVEETALAVEALVSWWGRIPGNEGGQAAENDIPDGSPWDASMRSALRAAILSG---TRW
[31] VTSTTEGAHYEPASIWATAYAMRALEAYLNPELFYGKITK-------------------PNGNESVSKTERET-------
[30] IDMSRYNQDVKIYLKLGKFTVNGISLDGRGNLVIVPGRNR--------------------EGALLFVLYYGKN-------
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[01] --GGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYRHVFPTLALGRYKQAIERR--------------------------
[02] --GGWDEEVYTGTGFPGDFYLAYTMYRDILPVWALGRYQEAMQRIRG------------------------
[03] --GSWDEPYFTGTGFPWDFSINYNLYRQVFPLTALGRYVHGEPFAKKPRAADAPAEAAPAEVKGS------
[04] --GSWDEPYFTGTGFPWDFSINYHLYRQVFPLTALGRYVNGEPLV---------------EVKGG------
[05] --GSWFEAYFTGTGFPCHFYLKYHYYQQYFPLIALGRYQAIKSL---------------------------
[06] --GTWFEANFTGTGFPCYFYLKYHLYQQYFPLIALGRYQAAIKES--------------------------
[07] --GTWHEDYFTGTGFPCHFYLKYHYYQQHFPLTALGRYARWRNLLAT------------------------
[08] --GSWLEDEFTGTGFPGHFYIKYHFYSQYFPLMALGRYESLLSG---------------------------
[09] --GSWDEPYFTGTGFPGHFYLKYHLYQQHFPLSALGRYRRLLS----------------------------
[10] --GTWEEAEYTGTGFPCHFYIRYHYYRQYFPLIALARYSHLQAS---------------------------
[14] --GLWDEQRYTATGFPRVFYLRYHGYSKFFPLWGLARYRNLRNTNSRVVGVGM------------------
[15] --GLWDEQRHTATGFPRVFYLRYHGYSKFFPLWGLARYRNLRATNSKVVGVGM------------------
[16] --GLWDEQRYTATGFPRVFYLRYHGYSKFFPLWALARYRNLRSTNV-------------------------
[17] --GLWNEERYTATGFPRVFYLRYHGYPKFFPLWAMARFRNLKRGNSRQVQFGM------------------
[18] --GLWDETRFTATGFPRVFYLRYHGYRKFFPLWALARFRHLKRHGLTRVAVGM------------------
[19] --GFWDEPYFTAVGFPRVFYLRYHGYSRFFPLWALARFRNLLRDGNRAISWGL------------------
[20] --GLWKEDYYSGGGFPRVFYLRYHGYSKYFPLWALARYRNLKKANQPIVHYGM------------------
[21] --GKWEEELYNAVGFPRIFYLRYHGYSAYFPLWALARYRNLTSGNCKRTIHGM------------------
[22] --GLWEEPWFTAPGFPKVFYLKYHGYSKYFPLWALNRYRAMNSRSVV------------------------
[23] --GFWNDECFTAPGFPRVFYLKYHGYDKFFPLWALARYRNERYALA-------------------------
[24] --GLWSHPSHNAPGFPRVYYLKYHGYAAYFPLYALARYRHLLNRSREQR----------------------
[25] --GTWEEKHFTGTGFPRVFYLRYHGYRHYFPLWALGVYSRLSSGQKTRQEERRHSSPGDLHLPWLERIGRR
[26] --GTWEEKHFTGTGFPRVFYLRYHGYRHFFPLWALGVYSRLSSGQKACQDERRHASPGDLHLPWLERIKKR
[32] VSATWPEDDYTATGFPGHFYLKYELYCHYFPMMALARYRSCIQDGA-------------------------
[12] --------YPTGTGLPGAFYIRYHSYAHIYPLLTLAHYIKKYRK---------------------------
[13] --------YPTGTGLPGGFYIRYHSYAHIYPLLTLAHYAKKYRK---------------------------
[11] ------LAYPAGIGLPKQFYIRYHSYPYVFSLLAVGKYLDSIEKETANET---------------------
[58] --GDFPQEEIMG-VFNKNCMISYSAYRNIFPIWALGEYRCRVLKAL-------------------------
[59] --GDFPQEEIMG-IFNKNCMISYAAYRNIFPIWALGEYRCRVLQAP-------------------------
[56] --GDFPQEEIMG-VFDKNCMITYAAYRNIFPIWALGEYRCRVLQGPS------------------------
[57] --GDFPQEEIMG-VFNKNCMITYAAYRNVFPILALGEYRNRVLKTP-------------------------
[54] --GDFPQEEIMG-VFNKNCMITYAAYRCIFPIWALGEYR-RVLQAC-------------------------
[55] --GDFPQQEIMG-VFNKNCMITYAAYRNVFPIWALGEYRHRVLQSQ-------------------------
[53] --GDFPQQEIMG-VFNRNCMITYAAYRNIFPIWALGEYRCQVLLQQGE-----------------------
[51] --GEFPQQEIMG-VFNKNCMISYSQYRDIFPVWALGEYRCRVLAAGK------------------------
[52] --GEFPQQEIIG-VFNKNCMISYSEYRNIFPIWALGEYRRRVLAADK------------------------
[50] --GEFPQQEIMG-VFNKNCMISYSEYRNIFPIWALGEYRRRVLCSQFH-----------------------
[49] --GEFPQQEIMG-VFNRNCMISYSAYRNIFPIWALGEYRTRVLSSSAGH----------------------
[48] --GDFPQQEIMG-VFNRNCMISYSAYRNIFPIWALGEYCRHVLQS--------------------------
[60] --GDFPQEEITG-AFMKNCTLNYSSYRNIFPIWALGEYRRRILHAQT------------------------
[61] --GDFPQQEITG-VFMKNCNLNYSSFRNIFPIWALGEYRRIVQNI--------------------------
[62] --GDFPQQEITG-VFMRNCTLNYSSYRNIFPIWALGEYRRRVLFA--------------------------
[63] --GDFPQQEITG-VFMRNCTLNYSSYRNIFPIWALGEYRHQVLSAQTPNAAP-------------------
[66] --GDFPQQEITG-VFMKNCMLHYAAYKNIYPLWALAEYRKHVPLPLGKNLNQVVNCIGQSLYKKYK-----
[67] --GDFPQQEISG-VFMKNCMLHYAAYRNIYPLWALAEYRRRVPLPS----------LGT------------
[68] --GDWPQQEITG-VFMKNCMLHYPMYRDIYPLWALAEYRRRVPLPSTAV----------------------
[69] --GDWPQQEITG-VFMKNCMLHYPMYRDIYPLWALAEYRRRVPLP--------------------------
[71] --GDWPQQEITG-VFMKNCMLHYPMYRDIYPMWALAEYRRRVPLPSTEV----------------------
[72] --GDWPQQEITG-VFMKNCMLHYPMYRDIYPMWALAEYRRRVPLPSTPVCLT-------------------
[70] --GDWPQQEITG-VFMKNCMLHYPMYRDIYPMWALAEYRRRVPLPSTAV----------------------
[73] --GDWPQQELTG-VFMKNCMLQYAMYRDIFPTWALAEYRRRILLASPAVAI--------------------
[64] --GDFPQQEIVG-AFMNTCMLHYATYRNTFPLWALAEYRKVVFIVN-------------------------
[74] --GDFPQEEITG-EFFKNCTLHFAAFREVFPVMALGEYCNKVPLPSKKK----------------------
[65] --GDFPQQEHMG-CFNSSLNFNYANYRNLYPIMALGELRRRLLAIKS------------------------
[47] --GDFPQESIIG-VFNFNCMISYSNYKNIFPLWALSRYNQLYLKSKI------------------------
[46] --GRWPPEPIVG-IFNRTCAIHYDAYLRIFPVWALAVCDKR------------------------------
[43] --GDWPQENISG-VFNKSCAISYTSYRNIFPIWALGRFSNLYPDNTLAGHI--------------------
[44] --GEWPQENISG-VFNKSCAISYTNYRNIFPIWALGRFSSLYPDNTLAGHI--------------------
[45] --GDWPQENIAG-VFNKSCAISYTSYRNIFPIWALGRFSQLYPERALAGHP--------------------
[37] --GEWKFESVEG-VFNHSCAIEYPSYRFLFPIKALGMYSRAYETHTL------------------------
[38] --GEWKYEDIEG-VFNHSCAIEYPSYRFLFPIKALGLYKNKYGDKVLV-----------------------
[39] --GSWQQKSMEG-IFNKNVAIAYPNYKLYFSIYTLGKFAKQYGNYLTI-----------------------
[40] --GEWKQEAIEG-VFNKNCMISYPNYKFNFTIKALGMYSKRYGNI--------------------------
[41] --GEWRQEAIEG-VFNKSCMISYPNYKFSFPLKALGLFATRYPDEKVV-----------------------
[42] --GEWLQEAIEG-VFNKSCMISYPNYKFIFPITALGMFGNRYPDEKIDLN---------------------
[35] --GDWAQERISG-VFNGNNPIHYPGYKNTMPVWALGVYRRWSKTYGQHFPRSMD-----------------
[36] --GDWAQERISG-VFNGNNPIHYPGYKNTMPVWALGMYNTWKKTYTVPTAPLMHPSGGI------------
[33] --GSYPREAVNG-VFFGTAMLDYDLYRAYFPTWALALAS--------------------------------
[34] --GGWPRQGMNG-VFFGAAMLDYRLYPVYFPTWALARYVRL------------------------------
[29] ----WVGSNREKCEVVTDVNLLFTTATVMGALYDFLNLSGYYSGSASHE----------------------
[27] ----GSFKPSYKAIYAKGWDYEEPITTALTAIRALSRYEQLFGK---------------------------
[28] LIDAVQRERHQVAWPIGFYFAKLWYYERLYPLVYTTAALGRVMQRDELLR---------------------
[31] ---VSGGTETEGNKRQEKSKRGVPVLLPAVPPVRRQRQRGGQYRHR-------------------------
[30] ------VEEIAKLALQPSLLKYFHGKAVIIKWNDVNKDGEVEVDELTVKFL--------------------
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