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TIIVISTELMÄ

Tutkimuksen  tausta  ja  tavoitteet: X­kromosomaalisesti  periytyvä  hyper­IgM­
syndrooma (XHIGM) on immunopuutossairaus,  joka johtuu B­solujen kyvyttömyydestä
immunoglobuliinien  raskaan  ketjun  luokkavaihdokseen.  Potilaiden  seerumin  IgG­,  IgA­
ja  IgE­pitoisuudet  ovat  hyvin  alhaiset  IgM:n  ollessa  normaali  tai  koholla,  mikä  johtaa
toistuviin  vakaviin  infektioihin  ja  myös  autoimmuunityyppisiin  hematologisiin
häiriöihin.  Mutaatiot  CD40  ligandin  (CD40L)  geenissä  aiheuttavat  sairauden
vaikuttamalla  proteiinin  toimintaan  tai  ekspressioon  siten,  että  luokkavaihdoksen
kannalta  välttämätön  CD40L­CD40­interaktio  estyy  tai  heikkenee  merkittävästi.
Tutkimuksen  tavoitteena  oli  analysoida  CD40L:ssa  todettuja  XHIGM:n  aiheuttavia
substituutiomutaatioita syndrooman molekulaarisen perustan selvittämiseksi.
Tutkimusmenetelmät: Sekvenssianalyyseilla  tutkittiin  proteiinin  konservoituneisuutta
sekä  mutaatioiden  vaikutusta  proteiinin  sekundaarirakenteisiin,
aggregoitumistaipumukseen  ja  rakenteen  järjestyneisyyteen.  Rakenneanalyyseilla
tutkittiin  mutaatioaminohappojen  sopivuutta  rakenteeseen  rotameerianalyysillä,
tutkittiin  aminohappojen  välisiä  kontakteja  ja  mutaatioiden  vaikutuksia  niihin  ja
selvitettiin  mutaatioiden  vaikutuksia  proteiinin  elektrostaattiseen  pintapotentiaaliin.
Proteiini­proteiini­interaktioihin  vaikuttavat  mutaatiot  selvitettiin  kirjallisuuden
perusteella.
Tutkimustulokset: Kaikille  XHIGM:n  aiheuttaville  CD40L:n  substituutiomutaatioille
(yhteensä  30)  saatiin  molekyylitason  selitys  sekvenssi­  ja  rakenneanalyysin  keinoin.
Enemmistö CD40L:n mutaatioista on rakenteellisia, ja odottamattoman harvat mutaatiot
sijaitsevat proteiinin konservoituneilla alueilla.
Johtopäätökset: Mutaatioiden  vaikutuksien  tutkiminen  kokeellisesti  on  työlästä  ja
aikaavievää,  rakennetasolla  usein  lähes mahdotonta.  Teoreettisilla  menetelmillä  saadaan
sen  sijaan  nopeasti  tarkkaa  ja  hyödyllistä  tietoa  mutaatioiden  vaikutuksista  proteiinien
rakenteeseen  ja  toimintaan.  Tässä  tutkimuksessa  saatiin  selvitettyä  kaikkien  XHIGM:n
aiheuttavien substituutiomutaatioiden vaikutuksia CD40L:iin ja siten myös syndrooman
molekulaarista perustaa.



3

MASTER`S THESIS

Place: UNIVERSITY OF TAMPERE
Faculty of Medicine
Institute of Medical Technology (IMT)
Bioinformatics research group

Author: THUSBERG, JANITA JOHANNA
Title: Analysis of X­linked hyper­IgM syndrome causing missense mutations
Pages: 72 p. + appendix 12 p.
Supervisor:  Professor Mauno Vihinen
Reviewed by:  Professors Markku Kulomaa and Mauno Vihinen
Date: August 2005
______________________________________________________________________

ABSTRACT

Background  and  aims: X­linked  hyper­IgM  syndrome  (XHIGM)  is  an  immuno­
deficiency  characterized  by  decreased  levels  of  IgG,  IgA  and  IgE  and  normal  or
elevated  IgM  level,  pinpointing  to  a  defect  in  the  immunoglobulin  class  switch
recombination.  XHIGM  patiens  are  highly  susceptible  to  recurrent  bacterial  infections
and they are prone to autoimmune diseases and neutropenia. The syndrome is caused by
mutations of CD40 ligand (CD40L) expressed in T­cells and the inability of the mutated
protein  to  interact  with  its  receptor  CD40  expressed  in  B  cells.  The  interaction  is
essential  for  the  immunoglobulin  class  switching. The aim of  this  study was  to analyze
XHIGM  causing  missense  mutations  in  order  to  elucidate  the  molecular  basis  of  the
disease.
Methods: Sequence analysis was used so as to study protein conservation and effects of
mutations  on  protein  secondary  structure,  aggregation  and  structural  disorder
tendencies. Three­dimensional (3D) structure based studies were carried out to examine
the  packing  of  mutated  amino  acids  by  rotamer  and  contact  analysis.  In  addition,  the
effects  of  mutations  on  protein  electrostatic  surface  potential  were  investigated.  The
effects  of  mutations  on  protein­protein  interactions  were  elucidated  with  3D  structure
and literature information.
Results: All missense mutations causing XHIGM (altogether 30) could be explained at
the  molecular  level  by  means  of  sequence  and  structure  analysis.  Majority  of  CD40L
mutations  are  structural,  whereas  unexpectedly  low  number  appears  in  evolutionarily
conserved regions of the protein.
Conclusions: Experimental  study  of  effects  of  mutations  is  laborous  and  time­
consuming and at  the  structural  level often almost  impossible. By contrast,  precise and
useful  information  about  effects  of  mutations  on  protein  structure  and  function  can
readily  be  obtained  by  theoretical  methods.  In  this  study,  all  the  XHIGM  causing
missense mutations could be explained in terms of CD40L structure and function. Thus,
the molecular basis of the syndrome could be elucidated.
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Lyhenteet

AP1 Aktivaattoriproteiini 1
CD40L CD40 ligandi
CD40R CD40 reseptori
CsA Syklosporiini A
ER Endoplasminen kalvosto
FasL Fas ligandi
GCK Germinaalisen keskuksen kinaasi
G­CSF Granulosyyttikasvutekijä
HMM Kätketty Markovin malli
IFNγ Interferoni­γ
Ig Immunoglobuliini
IL Interleukiini
ITAM Immunotyrosiiniaktivaatiomotiivi
JNK C­Jun N­terminaalikinaasi
LAT Aktivoituneiden  T­solujen    linkittäjäproteiini  (linker  of

activated T­cells)
MAPK Mitogeenien  aktivoima  proteiinikinaasi  (mitogen

activated protein kinase)
MHC Tärkein  histokompatibiliteettikompleksi  (major

histocompatibility complex)
NF­AT Aktivoituneiden  T­solujen  tumafaktori  (nuclear  factor  of

activated T cells)
NFκB Tumafaktori κB
NM­kompleksi NF­AT:n sitoutumiskohtaan sitoutuva kompleksi
PDB Protein Data Bank
PI3­kinaasi Fosfatidyyli­inositoli­3­kinaasi
PLC Fosfolipaasi C
PSIBLAST Position specific iterated BLAST
SAS Liuospinta­ala
SNP Yksittäisen  nukleotidin  polymorfia  (Single  nucleotide

polymorphism)
TCR T­solureseptori
TGF Transformoiva kasvutekijä
TNF Tuumorinekroositekijä
TRAF Tuumorinekroositekijään liittyvä proteiini (tumor necrosis

factor associated protein)
XHIGM X­kromosomaalisesti periytyvä hyper­IgM­syndrooma
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1. Johdanto

X­kromosomaalisesti  periytyvä  hyper­IgM  (XHIGM)  on  harvinainen  primaarinen
immunopuutossyndrooma,  joka  aiheuttaa  potilailla  vakavia  komplikaatioita (CD40L  ­
tietokanta,  http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/).  XHIGM­potilaiden  immuunijärjestelmä  on
puutteellinen  johtuen  B­solujen  kyvyttömyydestä  immunoglobuliinien  raskaan  ketjun
luokkavaihdokseen,  jolloin  seerumin  IgG­,  IgA­  ja  IgE  ­pitoisuudet  jäävät  hyvin
alhaisiksi  IgM:n  pitoisuuden  ollessa  normaali  tai  koholla (Etzioni  &  Ochs,  2004;
Razanajaona  ym.,  1996).  Spesifisten  imunoglobuliinimolekyylien  puuttuessa  potilas  on
altis  erilaisille  bakteeri­infektioille,  ja  myös  autoimmuunityyppiset  hematologiset
häiriöt  ovat  tyypillisiä. Taudin  ainoa parannuskeino  on  luuydinsiirto(National  Primary
Immunodeficiency  Resource  Center,  http://www.info4pi.org/),  ja  hoitokeinot  rajoittuvat
infektioiden hoitamiseen sekä IgG:n säännölliseen infuusioon (Wang ym., 1994).

XHIGM  johtuu  mutaatioista  CD40  ligandin  (CD40L)  geenissä (Aruffo  ym.,  1993).
CD40L  on  T­lymfosyyttien  solukalvolla  ilmentyvä  tyypin  II  transmembraaniproteiini,
jolla  on  olennainen  rooli  T­solu–B­solu  ­interaktioissa  (Karpusas  ym.,  1995).  CD40L
sitoutuu  B­solujen  solukalvolla  ilmentyvään  reseptoriinsa  CD40:een  aikaansaaden
signaalinsiirtokaskadin,  joka  johtaa  B­solun moninaiseen vasteeseen,  johon  liittyy muun
muassa  immunoglobuliinien  raskaan ketjun  luokkavaihdoksen  indusoituminen (Allen  ym,
1993).  Mutaatiot  CD40L:ssa  estävät  proteiinin  sitoutumisen  reseptoriinsa  ja  siten  B­
solujen signaalinsiirron (Etzioni & Ochs, 2004; Razanajaona ym., 1996).
Enemmistö  CD40L:n  mutaatioista  sijaitsee  eksoneissa.  Substituutiomutaatioita,  ts.
sellaisia  mutaatioita,  jotka  aiheuttavat  aminohapon  vaihtumisen  proteiinissa  toiseksi, on
CD40L:ssa  todettu  yhteensä  30  erilaista. (CD40L ­tietokanta,
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/)

 Suurin  osa  näistä  mutaatioista  sijaitsee  reseptoriin  sitoutuvassa  TNF­
homologiadomeenissa,  mutta  myös  transmembraani­  ja  ekstrasellulaarisessa  uniikissa
domeenissa  on  todettu  substituutiomutaatioita (CD40L ­tietokanta,
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/). Mutaatiot  ovat  moninaisia,  ja  niiden  oletetaan
vaikuttavan  proteiinin  rakenteeseen  ja  toimintaan  monin  eri  tavoin (Garber  ym.,  1999,
Lopez­Granados  ym.,  2003  ).  Selkeää  genotyyppi­fenotyypi  –korrelaatiota  ei  XHIGM:n
kohdalla ole havaittu (Etzioni & Ochs, 2004).

Tutkimuksen  tavoitteena  oli  analysoida  kunkin  substituutiomutaation  vaikutuksia
CD40L:n  rakenteeseen  ja  toimintaan  sekvenssianalyysillä  sekä  kiderakenteeseen
perustuvin  menetelmin,  ja  pyrkiä  siten  selvittämään  XHIGM.n  molekulaarista  perustaa.
Osaa  CD40L:n  mutaatioista  on  analysoitu  biokemiallisin  menetelmin,  mutta
vastaavanlaista,  bioinformatiikan  tutkimusmenetelmiä  hyödyntävää  mutaatioanalyysiä
ei ole aiemmin tehty CD40L:lle.

http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/
http://www.info4pi.org/
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/
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2. Kirjallisuuskatsaus

2.1. Immunopuutossyndrooma

XHIGM  on  harvinainen,  X­kromosomaalisesti  resessiivisesti  periytyvä  sairaus,  joka
kuvattiin  ensimmäisen  kerran  vuonna  1961 (Rosen ym.,  1961). Syndroomaa esiintyy alle
1/1000000  elävänä  syntyneellä  poikalapsella (CD40L ­tietokanta,
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/).

2.1.1. XHIGM:n molekulaarinen perusta

XHIGM  johtuu  mutaatioista  T­lymfosyyttien  pinnalla  ilmentyvän  CD40  ligandin
(CD40L,  CD154)  geenissä (Aruffo  ym.,  1993). Karakterisoiduista  mutaatioista  osa
sijaitsee  introneissa,  jolloin  ne  vaikuttavat  geenin  ekspressioon  ja  lähetti­RNA:n
silmukointiin. Eksoneissa on havaittu insertioita, deleetioita  ja pistemutaatioita. Sellaisia
pistemutaatioita  CD40  ligandin  geenissä,  jotka  saavat  aikaan  aminohapon  muuttumisen
proteiinituotteessa  (missense­mutaatiot),  on  löydetty  yhteensä  30 (CD40L  ­tietokanta,
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/).  Mutaatiot  ovat  moninaisia,  joten  niiden  vaikutuksen
proteiinin  toiminnalliseen  vikaan  ja  taudinkuvaan  oletetaan  vaihtelevan  potilaiden
välillä (Garber  ym.,  1999).  Toiminnalliset  missense­mutaatiot  vaikuttavat  CD40L:n
trimerisaatioon  tai  interaktioihin  CD40  reseptorin  (CD40R)  kanssa,  ja  rakenteelliset
missense­mutaatiot  voivat  aiheuttaa  proteiinin  väärin  poimuttumista  tai  rakenteen
epästabiilisuutta.  Muut  mutaatiot  voivat  heikentää  CD40L:n  ekspressiota  tai  estää  sen
kokonaan (Lopez­Granados ym., 2003).

Viallinen  CD40  ligandi  ei  pysty  normaalilla  tavalla  sitoutumaan  reseptoriinsa
CD40:een  ja  indusoimaan  signalointitapahtumia,  jotka  ovat  välttämättömiä
humoraalisen  immuunijärjestelmän  toiminnan  kannalta.  Tällöin  immunoglobuliinien
luokkavaihdoksen  tapahtuminen  sekä  somaattinen  hypermutaatio  häiriintyvät  B­
soluissa,  jolloin  funktionaalisten,  korkean  affiniteetin  vasta­aineiden  tuotanto  estyy.
Potilaan  seerumin  IgG­,  IgA­  ja  IgE  ­arvot  jäävät  hyvin  alhaisiksi  IgM:n  ollessa
normaali  tai  koholla.  Eri  isotyyppien  tuotannon  ollessa  vähäistä  potilas  on  altis
toistuville,  opportunistisille  bakteeri­infektioille,  joista  ensimmäiset  ilmenevät  jo
ensimmäisen elinvuoden aikana (Conley ym., 1999; Etzioni & Ochs, 2004).

2.1.2. Kliininen taudinkuva

Useimmilla  XHIGM­potilailla  oireet  ilmaantuvat  ensimmäisen  tai  toisen  elinvuoden
aikana. Tavallisin ja merkittävin ongelma potilailla on infektioalttius.

http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/
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 Hengitysteiden  ylä­  ja  alaosien  erilaiset  bakteeri­infektiot  ovat  hyvin  yleisiä
XHIGM­potilailla,  tosin  potilaat  ovat  alttiitta  myös  muiden  mikro­organismien
aiheuttamille  infektioille.  Varhaislapsuuden  keuhkosairaudet,  etenkin Pneumocystis
carinii´n  aiheuttama  keuhkokuume,  herättävät  usein  ensimmäisen  kerran  epäilyjä,  että
lapsi  sairastaa  hyper­IgM­syndroomaa. (National  Primary  Immunodeficiency  Resource
Center,  http://www.info4pi.org/). XHIGM:n komplikaatioina esiintyy myös enteroviruksen
aiheuttamaa meningoenkefaliittia (Cunningham ym., 1999; Winkelstein ym., 2003), sepsistä
(yleisinfektio,  joka  johtuu  bakteerien  esiintymisestä  veressä)  ja  osteomyeliittiä
(luuydintulehdus)(Winkelstein ym., 2003).

 Noin  50  %:lle  XHIGM­potilaista  kehittyy  ohimenevä  tai  krooninen  neutropenia.
Neutropeniassa  veressä  on  normaalia  vähemmän  neutrofiilejä,  mikä  aiheuttaa  suun
haavaumia,  proktiittia  ja  ihotulehduksia (Cham  ym.,  2002;  National  Primary
Immunodeficiency  Resource  Center,  http://www.info4pi.org/).  Joillakin  potilailla  esiintyy
myös  ruuansulatuskanavan  oireilua,  kuten  ripulia  tai  imeytymishäiriöitä.  Näiden
oireiden  pääasiallinen  aiheuttaja  on Cryptosporidium,  joka  voi  aiheuttaa  myös
sklerosoivan  kolangiitin  (krooninen  sappitietulehdus,  joka  saattaa  johtaa
maksakirroosiin  ja  maksan  vajaatoimintaan).  XHIGM­potilaille  voi  kehittyä  myös
autoimmuunisairauksia,  jotka  ilmenevät  reumatoidina  artriittina,  trombosytopeniana,
hemolyyttisena  anemiana,  hypotyroidismina  ja  munuaissairauksina (Notarangelo  ym.,
1992; National Primary Immunodeficiency Resource Center, http://www.info4pi.org/).

XHIGM:n  kliininen  taudinkuva  poikkeaa  muista  primaareista  vasta­
ainepuutossairauksista  monin  tavoin.  Ruuansulatuselimistön  komplikaatiot  ovat
pahempia,  ja  jatkuvat  aivokalvojen  ja  aivojen  tulehdukset  aiheuttavat  neurologista
rappiota.  Muissa  sairauksissa  tyypillisten  lymfoomien  lisäksi  XHIGM­potilailla  esiintyy
myös  adenokarsinoomia  maksassa  ja  sappitiehyissä.  Sairastuvuus  ja  kuolleisuus  ovat
korkeampia  kuin  muissa  vasta­ainepuutossairauksissa  (O`Neill  Shigeoka,  2002),  ja  vain
harvoissa tapauksissa potilas saavuttaa kolmenkymmenen vuoden iän (Tahara ym., 2004;
Etzioni & Ochs, 2004).

2.1.3. XHIGM:n hoito

Hyper­IgM­syndroomaan  ei  ole  olemassa  riittävän  hyvää  hoitoa (Villa  ym.,  1994).
Oireiden  hoitaminen  ja  infektioiden  ennaltaehkäisy  on  kuitenkin  jossain  määrin
mahdollista.

Immunoglobuliinien  infuusiota  käytetään  3­4  viikon  välein  vähentämään  infektioita,
ja  monesti  infuusio  auttaa  myös  normalisoimaan  veren  IgM­pitoisuutta.  Infuusio  myös
parantaa  neutropeniaa  joissain  tapauksissa.  Kroonisen  neutropenian  hoitoon  käytetään
myös granulosyyttikasvutekijää (G­CSF) (Wang ym., 1994).

Koska  XHIGM­potilaat  ovat  alttiita Pneumocystis  carinii ­infektioille,
keuhkokuumetta hoidetaan ennaltaehkäisevästi trimetoprimsulfametoksatsolilla.

XHIGM  on  sairaus,  joka  pystytään  nykyisin  parantamaan  vain  luuydinsiirrolla
(National  Primary  Immunodeficiency  Resource  Center,  http://www.info4pi.org/).  Myös
onnistuneita kantasoluhoitoja on tehty (Jacobsohn ym., 2004).

http://www.info4pi.org/
http://www.info4pi.org/
http://www.info4pi.org/
http://www.info4pi.org/


10

2.2. CD40 ligandin biologinen rooli

CD40 reseptori –  ligandi­interaktio on ratkaiseva tapahtuma B­solujen aktivoinnissa
ja humoraalisten immuunireaktioiden säätelyssä (Hollenbaugh ym, 1994; Noelle ym, 1992).
Aktivoidut  auttaja­T­solut  ilmentävät  solukalvollaan  CD40  ligandia,  joka  kykenee
vuorovaikutukseen  B­solujen  solukalvon  CD40  reseptorin  kanssa.  CD40R­CD40L  ­
vuorovaikutus  saa  B­solussa  aikaan  signalointikaskadin,  joka  vaikuttaa
geeniekspression  muuttumisen  kautta  B­solun  proliferaatioon  ja  vasta­ainetuotantoon.
(Allen  ym,  1993). Fyysisen  solukontaktin  myötä  syntyvän  signaalin  lisäksi  B­solut
tarvitsevat  stimuloituakseen  T­solujen  erittämien  sytokiinien  välittämän  niinsanotun
toisen signaalin (Nonoyama ym, 1993).

2.2.1. T­solujen aktivoituminen ja CD40 ligandin ekspressio

T­solujen  aktivoituminen  johtaa  solujen  proliferaatioon  ja  erilaistumiseen
sytokiineja  erittäviksi  soluiksi  (CD4+  T­solut).    Osa  aktivoiduista  T­soluista  erilaistuu
sytotoksisiksi  efektorisoluiksi  (CD8+  T­solut).    T­solujen  aktivoitumiseen  liittyy  niiden
rakenteen  uudelleenorganisoituminen,  jolloin  solukalvon  komponentit  järjestyvät  siten,
että  lipidilautat  kerääntyvät  immunologisen  synapsin  ympäristöön  kooten  mukanaan
yhteen  solunsisäisiä  signalointikomplekseja.  Uudelleenjärjestymisen  myötä  myös
synapsissa  tarpeettomat  komponentit  liikkuvat  poispäin  sen  ympäristöstä (Kupfer  &
Singer, 1998).

B­solut  toimivat  antigeenin  esittelijöinä  CD4+  T­soluille.  Luokan  II  MHC  ­
molekyylit  siirtyvät  B­solun  solukalvolle  sitouduttuaan  solussa  prosessoidusta
antigeenistä  peräisin  olevaan  peptidiin.  T­solun  solukalvon  reseptori  pystyy
tunnistamaan  MHC­peptidi  ­kompleksin  ja  sitoutumaan  siihen.  MHC­peptidi­
kompleksin  ja  T­solureseptorin  (TCR)  vaihtelevien  alueiden  (Vα  ja  Vβ)  välinen
interaktio  on ensimmäinen, mutta ei  riittävä signaali T­solujen aktivoimiseksi (Norcross,
1984). Immunologisen synapsin peruselementit on esitetty kuvassa 1.

Luokan  II  MHC  ­molekyylin  ei­polymorfisen  alueen  ja  T­solun  CD4–koreseptorin
välinen interaktio on mahdollinen MHC­peptidi­TCR ­interaktion tapahduttua, kun CD4
liikkuu  solukalvolla  lähemmäs  T­solureseptoria.    CD4­MHCII  ­interaktio  parantaa  T­
solun  kykyä  reagoida  antigeeniin  moninkertaisesti,  sillä  CD4:n  ryhmittyminen  TCR:n
läheisyyteen  liittää  CD4:n  sytoplasmiseen  osaan  yhdistyvän  tyrosiinikinaasin
signaalinsiirtokompleksiin (Patel ym., 1984).

Kostimulatoriset  signaalit  vahvistavat  ja  ylläpitävät  MHC­peptidi  –  TCR  ­
interaktion  aikaansaamia  signaaleja.  Näitä  sekundaarisia  signaaleita  ei  välttämättä
tarvita,  jos  T­solu  on  aktivoitu  ennenkin,  mutta  naiivien  T­solujen  aktivoimiseksi  ne
ovat  välttämättömiä.  Kostimulatorisia  vuorovaikutuksia  tapahtuu  antigeenin
esittelijäsolujen  pinnalla  ilmentyvien  B7  ­molekyyliperheen  jäsenten  ja  pysyvästi  T­
solujen  solukalvolla  olevien  CD28  ­proteiinien  tai  T­solujen  aktivoitumisen  myötä
ekspressoituvien CD152 ­proteiinien välillä (Schwartz, 1990).

MHC­peptidi  –  TCR  ­vuorovaikutus  aktivoi  kolmen  transkriptiofaktorin
sitoutumisen  DNA:  han.  Geeniekspression  säätelyn  lisäksi  signaalinsiirtokaskadin
välituotteilla  ja  reitin  sivuhaarojen  tuotteilla  on  vaikutuksensa  immunologisen  synapsin
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ylläpitoon  ja  siten  signaalinsiirron  jatkuvuuteen (Grakouri  ym.,  1999)  .    TCR:n  ligaatio
aktivoi  aluksi  tyrosiinikinaasikaskadin,  jonka  muodostumiseksi  vaaditaan  src­,  syk­  ja
tec  ­perheiden  tyrosiinikinaaseja.  Src­  ja  syk  –perheiden  kinaasit  fosforyloivat  TCR:n
sytoplasmiseen  domeeniin  liittyviä  immunotyrosiiniaktivaatiomotiiveja  (ITAM),  ja
fosforylaatiotapahtumat  mahdollistavat  solukalvon  adapteriproteiinin  (LAT,  linker  of
activated T  cells)  fosforylaation (Schaeffer & Schwartzberg,  2000). FosfoLAT:iin liittyvät
entsyymit  fosfolipaasi  Cγ  (PLCγ),  Grb2/SOS­kompleksi,  fosfatidyyli­inositoli­3­kinaasi
(PI3­kinaasi)  ja    GADS/  SLP­76/NCK/VAV  –kompleksi  jatkavat  signaalinsiirtoa.
PLCγ:n  aloittama  signaaliketjun  haara  johtaa  Ca2+:n  vapautumiseen  endoplasmisesta
kalvostosta  (ER)  ja  siten  kalsineuriinin  aktivaation  kautta  NFAT  –transkriptiofaktorin
siirtymiseen  tumaan.  Grb2/SOS­kompleksin  aloittama  signaalireitti  johtaa
aktivaattoriproteiini  1:n  (AP1)  aktivaatioon,  ja  kolmas  transkriptiofaktori  NFκB
aktivoituu  GADS/SLP­76/NCK/VAV­kompleksin  aloittaman  kaskadin  myötä (Dustin,
2001).  Transkriptiofaktorit  NFAT,  AP1  ja  NFκB  säätelevät  useita  T­solujen
immuunireaktioihin  liittyviä  geenejä.  Muun  muassa  eri  interleukiinityyppien,  TNFα:n,
interferoni γ:n  (IFNγ)  sekä  solun  pinnan  molekyylien,  kuten  Fas  ligandin  (FasL),
CTLA4:n  ja  CD40L:n  ekspressio  indusoituu  näiden  transkriptiofaktoreiden
aktivoitumisen johdosta (Rao ym., 1997; Masuda ym., 1998).

  Vain aktivoituneet T­solut  ilmentävät CD40 ligandia (Armitage ym., 1992), kun taas
B­solut  ilmentävät  CD40  reseptoria  jatkuvasti (Clark  ym.,  1986).  Myös  CD40L:n
interaktio  B­solun  CD40  reseptorin  kanssa  toimii  kostimulatorisessa  roolissa  lisäten
edelleen  CD40L:n  ekpressiota  autologisen  säätelyn  tapaan (Pinchuk  ym.,  1996).
Vuorovaikutus  stimuloi  B7­proteiinien  ekspressiota  B­solujen  solukalvolla  lisäten  B7­
CD28  ­interaktioita  B­  ja  T­solujen  välillä.  Lisäksi  aktivoituneen  T­solun  CD40
ligandin  ja B­solun CD40 reseptorin välisellä vuorovaikutuksella on merkitystä B­solun
vasta­ainetuotannossa (Coico ym., 2003).
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Kuva 1. Immunologinen  synapsi.  B­solun  ja  T­solun  vastavuoroinen  aktivaatio  johtaa
B­solujen proliferaatioon. Kuvassa ei ole huomioitu adheesiomolekyylejä. Kuva mukailtu S.F.
Gilbertin artikkelista (Gilbert ym., 2003).

Adheesiomolekyylejä  tarvitaan  vahvistamaan  ja  ylläpitämään  T­  ja  B­solujen  välisiä
kontakteja  (immunologista  synapsia)  T­solun  aktivoimiseen  tarvittavan  ajan.
Adheesioproteiinit  CD54  ja  CD58  B­solussa  ovat  vuorovaikutuksessa  T­solun
vastaavien CD18 ja CD2 ­proteiinien kanssa (Coico ym., 2003).

2.2.2 B­solujen aktivoituminen ja immunoglobuliinien luokkavaihdos

Antigeenin  vuorovaikutus  kypsän  B­solun  antigeenireseptorin  kanssa  riittää  B­solun
aktivoitumiseen.  Jotta  B­solu  alkaisi  tuottaa  vasta­aineita,  tarvitaan  kuitenkin  TH ­
solujen  apua,  eli  immunologisen  synapsin  muodostumista,  etenkin  useimpien
proteiiniantigeenien  kohdalla.  Aktivoiduttuaan  B­solut  proliferoituvat,  ja  jotkut  niistä
erilaistuvat vasta­aineita syntetoiviksi ja erittäviksi plasmasoluiksi (Coico ym., 2003).
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Vasta­aineet  ovat  ainutlaatuisia  paitsi  antigeenin  sitoutumiskohdan  diversiteetin
vuoksi,  myös  niiden  efektoriominaisuuksien  monipuolisuuden  johdosta.  Vasta­aineen
spesifisyys  määräytyy  antigeenin  sitoutumiskohdan  perusteella,  joka  koostuu  kahdesta
vaihtelevasta  V­domeenista  VH ja  VL.    Efektorifunktiot  riippuvat  sen  sijaan  raskaan
ketjun  C­alueen  isotyypistä.  Tietty  V­domeeni  voidaan  yhdistää  minkä  tahansa
isotyypin  C­alueen  kanssa  isotyyppien  luokkavaihdoksen  johdosta.  DNA:n
uudelleenjärjestelyt,  joita  isotyyppien  luokkavaihdos  vaatii,  tapahtuvat  aktivoitujen  T­
solujen tuottamien sytokiinien ohjaamina (Finkelman ym., 1990).

Immuunireaktion  alkuvaiheessa  tuotetaan ainoastaan  IgM:a,  sillä  isotyyppiä voidaan
tuottaa  ilman  luokkavaihdosta.  Alun  perin  antigeeniin  reagoineiden  solujen  jälkeläiset
voivat  myöhemmin  geneettisen  uudelleenjärjestelyn  myötä  alkaa  tuottaa  muita
isotyyppejä  IgG,  IgA,  IgD  ja  IgE.  Raskaan  ketjun  isotyyppivaihdos  johtuu  T­B
interaktiosta,  ja  CD40­CD40L  ­vuorovaikutus  on  isotyyppivaihdoksen  tapahtumiseksi
välttämätön (Kroczek  ym., 1994).  T­solun  tuottama  sytokiini  määrää,  mitä
immunoglobuliinin  isotyyppiä  B­solu  alkaa  tuottaa;  esimerkiksi  IL4  saa  B­solun
tuottamaan  enimmäkseen  IgG:a  ja  IgE:a,  TGFβ  stimuloi  IgA:n  ilmentämistä  ja  IFNγ
stimuloi  B­solua  tuottamaan  komplementtia  aktivoivia  IgG­isotyyppejä (Finkelman  ym.,
1990).    Sytokiinit  indusoivat  isotyyppivaihdoksen  stimuloimalla  lähetti­RNA:n  (mRNA)
transkriptiota  ja  silmikointia  raskaan  ketjun  C­alueen  geenin  5  ́ päässä  olevista
rekombinaatiokohdista (Finkelman ym, 1990).

Eri  isotyyppien  vasta­aineet  ovat  mukautuneet  toimimaan  kehon  eri  osissa.  Koska
mikä  tahansa  V­alue  voi  yhdistyä  mihin  tahansa  C­alueeseen,  B­solut  voivat  tuottaa
samalle  antigeenille  spesifisiä  vasta­aineita,  jotka  erilaisten  C­alueidensa  puolesta
voivat  toimia  eri  osissa  kehoa.  Aikaiset,  IgM­tyypin  vasta­aineet  muodostavat
pentameerejä,  ja  kykenevät  siten  sitoutumaan  multivalentteihin  antigeeneihin.  IgM:  ä
tuotetaan  kuitenkin  ennen  somaatisen  hypermutaation  tapahtumista,  joten  molekyylien
affiniteetti  on  yleensä  alhainen.  Suuren  kokonsa  vuoksi  IgM:  ä  esiintyy  enimmäkseen
veressä  ja  vähemmässä  määrin  imunesteessä.  Muiden  isotyyppien  vasta­aineet  –  IgG,
IgA  ja  IgE  –  ovat  pienempikokoisia  ja  diffusoituvat  helposti  verenkierrosta  kudoksiin.
IgA  voi  muodostaa  dimeerejä,  mutta  IgG  ja  IgE  ovat  aina  monomeerisiä.  IgG  on
pääasiallinen  vasta­ainetyyppi  veressä  ja  solunulkoisessa  nesteessä,  ja  IgA:  ta  esiintyy
eritteissä.  IgE  esiintyy  alhaisina  konsentraatioina  veressä  ja  solunulkoisessa  nesteessä;
se  sijaitsee  pääosin  syöttösolujen  pinnalla  aiheuttaen  välittömiä  poistoreaktioita,  kuten
aivastelua,  yskimistä  ja  oksentelua  antigeenin  sitoutuessa  siihen.  IgA  voi  muodostaa
dimeerejä, mutta IgG ja IgE ovat aina monomeerisiä (Janeway ym., 2001).

CD40­CD40L  ­interaktiolla  on  todettu  olevan  vaikutusta  myös  B­solujen
sytokiinituotantoon,  B7­proteiinien  ja  adheesiomolekyylien  ilmentämiseen  ja  siten  T­
solukontaktin  ja  ­kostimulaation  tehokkuuteen (Bishop  &  Hostager,  2003).  CD40:n
ligaatio  stimuloi  mm.  IL2:n,  IL6:n,  IL10:n,  TNFα:n,  lymfotoksiini α:n  ja  TGFβ:n
synteesiä  B­soluissa (Clark  &  Shu.,  1990;  Burdin  ym.,  1995;  Kindler  ym.,  1995;  Worm  &
Geha., 1995; Zan ym., 1995; Worm ym, 1998). Vuorovaikutus ei ole merkittävä ainoastaan
B­solujen  alkuvaiheen  toiminnan  stimuloinnissa,  vaan  CD40­CD40L  ­kontaktilla  on
todettu  olevan  olennainen  vaikutus  myös  B­muistisolujen  muodostumisessa (Foy  ym.,
1994).
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2.2.3. CD40:n signalointi

AP1:n  ja  NFκB:n  on  todettu  olevan  olennaisia  transkriptiofaktoreita  sytokiinigeenien
ekspression  induktiossa  B­soluissa.  Niiden  aktivoitumiseen  johtavia  signaalireittejä  ei
vielä  kokonaisuudessaan  tunneta,  mutta  niiden  tiedetään  saavan  alkunsa  CD40:n
solunsisäisen osan  ja sen kanssa vuorovaikutuksessa olevien TRAF­proteiinien  (Tumor
Necrosis Factor Associated Protein) välityksellä (Harigai ym., 2004).

B­solun  solukalvolla  jatkuvasti  läsnä  oleva  CD40  klusteroituu  trimeerisen  CD40
ligandin  sitoutumisen  myötä,  mistä  seuraa  myös  CD40:een  liittyneiden  sytoplasmisten
TRAF­adaptoriproteiinien  kerääntyminen  paikalle.  Kerääntymisen  myötä  TRAF­
proteiinit  kykenevät  vuorovaikutukseen  signalointiproteiinien  kanssa  ja  aloittamaan
signalointikaskadin  B­solussa.  TRAF­proteiinit  liittyvät  useisiin  eri  CD40­
signaaliketjuihin;  eräs  niistä  johtaa  JNK:n  (C­Jun  N­terminaalikinaasi)  aktivaatioon,
toinen  p38  ­proteiinikinaasin  ja  kolmas  NFκB:n  aktivaatioon.  Muut  kinaasit  saattavat
olla osana näitä tai muita CD40:stä alkunsa saavia signaalikaskadeja (Bishop & Hostager,
2003).  MAP­kinaasiperheen  proteiineilla,  kuten  JNK:lla  ja  p38:lla  on  B­soluissa  tärkeä
rooli  AP1­transkriptiofaktorin  aktivaatiossa  ja  siten  sytokiinituotannon  induktiossa
(Karin, 1995).

GCK  (Germinal  Center  Kinase)  voi  olla  yhteydessä  TRAF2­proteiinin  TRAF­
domeeniin  ja  olla  mukana  CD40:stä  alkunsa  saavassa  JNK:n  aktivaatioon  johtavassa
signaalireitissä. TRAF2 voi myös olla vuorovaikutuksessa ASK1 MAP­kinaasin kanssa,
joka  indusoisi  JNK:n  ja  p38:n  aktivaation.  MAP­kinaasivälitteinen  signaali  voisi kulkea
myös  GCK:n  välityksellä,  sillä  GCK  pystyy  sitoutumaan  MAP­kinaasi  MEKK1:een,
joka  on  ylävirrassa  JNK:n  signaalipolulla (Yuasa  ym.,  1998). B­solujen
signalointitapahtumia ei kuitenkaan ole vielä tutkittu (Bishop & Hostager, 2003).

NFκB:n  aktivoitumiseen  johtavan  CD40­signaalinsiirtokaskadin  komponentteja  ei
ole  vielä  varmistettu  B­soluissa (Bishop  &  Hostager,  2003),  mutta  MAP3K  NIK  on
oletettavasti  siinä  osallisena,  sillä  se  kykenee  aktivoimaan  IκB  –kinaasikompleksin,
joka  fosforyloi  NFκB  inhibiittoriproteiineja (Ling  ym.,  1998). Myöhemmissä
tutkimuksissa  on  kuitenkin  todettu,  että  NIK  ei  ole  välttämätön  CD40­signaloinnille,
(Yin  ym.,  2001)  joten  NIK  on  signaalinsiirrossa  todennäköisesti  epäsuorasti  mukana
(Bishop & Hostager, 2003).

CD40:n  signaalinsiirtoon  B­solussa  on  liitetty  myös  useita  muita  entsyymejä,  kuten
Lyn  (Src  perheeseen  kuuluva  kinaasi),  fosfatidyyli­inositoli­3­kinaasi,  fosfolipaasi  Cγ2
ja  seriini­treoniinikinaasi  Pim­1.  Näiden  entsyymien  toiminta  ja  järjestyminen  koko
CD40  ­signaalinsiirtokaskadin  kontekstissa  on  kuitenkin  vielä  epäselvä (Bishop  &
Hostager, 2003).
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2.3. CD40 ligandi

2.3.1. Rakenne

CD40  ligandi  on  TNF  (tumor  necrosis  factor)  ­perheeseen  kuuluva  tyypin  2
kalvoglykoproteiini,  jonka  massa  on  39  kDa.  Biologisesti  aktiivinen  CD40L  esiintyy
homotrimeereinä.  Proteiini  (monomeeri)  voidaan  rakenteensa  perusteella  jakaa  neljään
osaan:  solunsisäiseen  N­terminaaliosaan  (aminohapot  1­22),  lyhyeen
transmembraaniosaan  (aminohapot  23­46),  ekstrasellulaariseen  uniikkiin  osaan,  eli
”varteen”  (65  aminohappoa,  aminohapot  47­122)  ja  C­terminaaliseen  TNF­domeeniin
(139  aminohappoa,  aminohapot  123­261).  TNF­domeeni  on  proteiinin  osista  parhaiten
karakterisoitu  –  sen  rakenne  on  määritetty  röntgensädekristallografisesti  2  Å
resoluutiolla (Karpusas  ym.,  2001  ja  Karpusas  ym.,  1995).  (Kiderakenne  alkaa
aminohaposta 116 ja TNF­domeeni aminohaposta 123.)

Kuva 2. Kaavioesitys  CD40L  ­proteiinin  rakenteesta  ja  substituutiomutaatioiden
esiintyminen. IC ­ intrasellulaariosa; TM ­ transmembraaniosa; ECU ­ ekstrasellulaari uniikki
osa; TNF – TNF­homologiaosa. Kuvan alla olevat  luvut kuvaavat mutaatioiden määrää, yllä
sekvenssialue proteiinissa.

Solukalvolla  esiintyvän,  täysimittaisen  (39  kDa)  CD40  ligandin  lisäksi  on  kuvattu
erilaisia  liukoisia muotoja  samasta proteiinista, massoiltaan 31, 18  ja 14 kDa (Graf  ym.,
1995).  18  kDa:n  proteiini  on  todettu  funktionaaliseksi,  ja  sitä  pidetään  CD40  ligandin
liukoisena  muotona  (Ludewig  ym.,  1996;  Wykes  ym.,  1998).  Vielä  ei  ole  tutkittu,  onko
CD40L:n  liukoisen  muodon  tuottavalla  entsymaattisella  reaktiolla  yhteyttä  muiden
TNF­perheen  proteiinien,  kuten  FasL:n  ja  TNF :n vastaaviin  tapahtumiin (Schönbeck  &
Libby,  2000),  jotka  on  kuvattu  yksityiskohtaisesti (Gearing  ym.,  1994;  McGeehan  ym.,
1994).

TNF­superperheen  jäseniä  on  tällä  hetkellä  tunnistettu  ihmisellä  yhteensä  47
erilaista,  joista 29 kuuluu TNF reseptoreihin  ja 18 TNF ligandeihin (Locksley ym., 2001;
Zhang  ym.,  2004).  Kaikki  tiedossa  olevat  TNF­perheeseen  kuuluvat  proteiinit
muodostavat  trimeerejä,  ja  kukin  monomeeri  on  rakenteellisesti  konservoitunut, β­
säikeistä  ja  silmukoista  ”kääretorttu”  (jelly  roll)  ­topologian  mukaisesti  laskostuva
rakenne (Zhang,  2004).  Rakenteellinen  konservoituneisuus  on  superperheessä  ilmeistä,
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mutta  sekvenssihomologia  jäsenten  välillä  vaihtelee  suhteellisen  alhaisessa,  noin  20­30
prosentin haarukassa (Karpusas ym., 1995).

 Samankaltaisesta  tertiaari­  ja  kvartaarirakenteesta  huolimatta  TNF­perheen  eri
jäsenet  ovat  spesifisyydeltään  hyvin  erilaisia.  Proteiini­proteiini­kontaktien  spesifisyys
reseptoriin/ligandiin  sitoutumisessa  pohjautuukin  pääosin β­säikeitä  yhdistävien
silmukoiden  ominaisuuksiin,  jotka  eivät  muuta  yleistä  laskostumista  muuten  kuin
paikallisesti  (β­säikeiden  topologia  ja β­levyjen  orientaatio  ovat  TNF­perheessä
säilyneet).  Useat  CD40L:n  silmukat  poimuttuvat  merkittävästi  muiden  TNF­perheen
proteiinien silmukoista poikkeavalla tavalla (Karpusas ym., 1995).

CD40  ligandi  (aminohapot  116­261)  rakentuu  yhdeksän β­säikeen  muodostamasta
kolmesta β­levystä  ja  yhdestä  lyhyestä α­kierteestä  joka  sijaitsee β­säikeiden  C1  ja  A2
välissä. (Kuva 3).

Kuva 3. CD40 ligandin röntgensädekristallografisesti määritetty rakenne (aminohapot 116­
261). β­säikeet on numeroitu, ja niiden muodostamat β­levyt A, B ja C  on esitetty kuvassa eri
värein.α­kierre on kuvassa keltainen. Rakenteen PDB­koodi on 1ALY.

Proteiinissa  on  yksi  disulfidisidos,  kysteiinien  178  ja  218  välillä,  joka  kiinnittää  ­
säikeet  A3  ja  A4  toisiinsa.  Asparagiini  240,  joka  sijatsee  säikeessä  C1,  on  N­
glykosyloitu (Karpusas  ym.,  1995). Hiilihydraatin  rakennetta  ei  tunneta  rakenteen
perusteella,  ja  sen  merkitystä  CD40L:n  toiminnan  kannalta  ei  tunneta (Khandekar  ym.,
2001).  Hiilihydraatilla  ei  ole  osuutta  reseptoriin  sitoutumisessa,  sillä  N240:n
mutatoiminen alaniiniksi ei vaikuta CD40L­CD40 –interaktioon (Bajorath ym., 1995).
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Kohta,  joka  sitoutuu  reseptoriin,  on  ennustettu  lymfotoksiini  ­TNFR  ­interaktion
perusteella.  Se  sijaitsee  kahden  monomeerin  väliin  jäävässä  kapeassa  raossa,  jossa
suorassa  kontaktissa  reseptorin  kanssa  olevat  CD40L:n  aminohapot  K143,  R203  ja
R207 (Singh ym., 1998) sijoittuvat A1­B1 –silmukkaan (K143) ja C3­säikeeseen (R203 ja
R207).  Lisäksi  CD40L:n  aminohapot  I127,  S128,  E129,  E142,  G144,  Y145,  Y146,
C178, S185, Q186, A187, R200, F201, C218, Q220, S248, H249, G250, T251 ja G252
osallistuvat  reseptoriin  sitoutumiseen  muodostaen  hydrofobisen  seinämän  suorassa
kontaktissa  keskenään  olevien  reseptorin  ja  ligandin  polaaristen  aminohappojen
ympärille.    Näillä  alueilla  ei  ole  juuri  lainkaan  sekvenssitason  konservoituneisuutta  eri
TNF­perheen jäsenten välillä. (Karpusas ym., 1995)

Kuva 4. CD40L  –homotrimeeri,  CD40  ligandin  biologisesti  toiminnallinen  muoto.  Kuva:
PDB Structure Explorer. Kuvassa vihreät β­levyt, jotka ovat kontaktissa muiden monomeerien
kanssa, vastaavat kuvan 2 β­levy A:ta

CD40L­monomeerien  trimerisaatio  (Kuva  4)  tapahtuu  jokaisen  monomeerin
tyrosiini  170:n  ja  histidiini  224:n  välityksellä,  jotka  muodostavat  kahden
aminohappotriadin  klusterin  pyramidin  muotoisen  trimeerin  kolminkertaisen
symmetria­akselin  suuntaisesti  (Kuva  5).  Trimeerin  symmetria­akseli  kulkee  lähes
samansuuntaisesti  kunkin  monomeerin  ­säikeiden  kanssa (Karpusas  ym.,  1995).
Trimerisoitumisessa  olennaiset  aminohapot  Y170  ja  H224  on  visualisoitu  CD40L  ­
monomeeriin kuvassa 6.

Triadin  muodostavien  suorassa  kontaktissa  toisiinsa  olevien  aminohappojen  lisäksi
monilla  ympäristön  aminohapoilla  on  tärkeä  osa  kompleksin  stabiloinnissa.  Trimeeriä
stabiloivia  aminohappoja  ovat  Q121,  H125,  Y145,  T147,  Y172,  Q174,  L195,  R203,
L205, L206, R207, A208, A209, N210, T211, A215, G219, Q220, Q221, S222, L225,
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G226,  G227,  V228,  F229,  E230,  T251,  G252,  F253,  L259  ja L261 (Bader  ym.,  2003;
Karpusas  ym., 2001). Suurin osa trimerisoitumiseen osallistuvista aminohapoissa sijaitsee
β­levy A:ssa.

Kuva 5. Kolmen  tyrosiinin  ja kolmen histidiini klusteri,  joka muodostuu CD40L­trimeerin
keskiosaan. Symmetria­akseli on kuvassa vertikaalinen. Kuva: Karpusas ym., 1995.
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Kuva 6. Trimerisaatiossa olennaiset aminohapot Y170 ja H224 CD40L:ssa. Y170 sijaitsee
säikeessä A3 ja H224 säikeessä A4.

2.3.2. Geeni ja polymorfiat

CD40  ligandin  12,18  kiloemäksen  pituinen  geeni  sijaitsee  X­kromosomissa,  q­
käsivarren  proksimaalisella  alueella  (Xq26.3­27.1) (Aruffo  ym.,  1993).  Lokuksen  paikka
on  DXS144E:n  ja  DXS300:n  välissä,  ja  geenin  transkriptio  tapahtuu  suunnassa  5´
sentromeerinen  –  3´  telomeerinen (Pilia  ym.,  1994).  Transkription  aloituskohdan
oletetaan  sijaitsevan  67kb ylävirtaan  translaation  aloituskodonista  (ATG) (Tsitsikov  ym.,
1994). Geenissä on viisi eksonia ja neljä  intronia (Tsitsikov ym., 1994; Seyama ym., 1996).
Geeni  ohjaa  2,3  kiloemäksen  lähetti­RNA:n  transkriptiota,  ja  lähetti­RNA  transloidaan
261 aminohapon pituiseksi polypeptidiksi (Schönbeck & Libby, 2000).

 Ensimmäinen  eksoni  käsittää  CD40L:n  intrasellulaari­  ja  transmembraaniosan  sekä
ekstrasellulaarisen  uniikin  osan  (ECU)  kuusi  ensimmäistä  aminohappoa.  Seuraavat
kaksi  eksonia  sisältävät  informaation  ECU­domeenin  loppuosasta  sekä  13:sta  TNF­
homologiadomeenin  aminohaposta,  ja  eksoni  4  koodaa  C­terminaaliosan  125
aminohappoa, eli lähes koko TNF­homologiadomeenin (Villa ym., 1994).

CD40  ligandin  geenistä  on  löydetty  106  erilaista  XHIGM:n  aiheuttavaa  mutaatiota
(CD40Lbase, http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase). Mutaatioista 34 sijaitsee introneissa muuttaen
todennäköisesti  transkriptin  silmikointia  ja  siten  aiheuttaen  puutteellisen  transkriptin  ja
ekspression  estymisen  tai  viallisen  proteiinin  ekspression.  Kaikista  introneista  on
löydetty  mutaatioita,  mutta  enemmistö  niistä  on  keskittynyt  introni  3:een,  jossa  on  18
mutaatiota.  Eksoneissa  mutaatioita  on  72,  joista  30  on  missense­mutaatioita,  eli
aminohapon toiseksi proteiinin sekvenssissä muuttavia mutaatioita. Loput 42 mutaatiota
ovat  insertioita,  deleetioita  ja  nonsense­mutaatioita,  eli  pysähdyskodonin  aiheuttavia  ja
transkription  pysäyttäviä  mutaatioita.  Eksonimutaatioita  on  koko  sekvenssin  alueella,
mutta  niistä  suurin  osa  sijaitsee  TNF­homologiadomeenin  alueella.  Enemmistö
CD40L:n substituutiomutaatioista sijaitsee β­säikeissä (Kuva 7; taulukko 1).

http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase
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Kuva 7. Substituutiomutaatioiden  sijainnit  CD40L:n  TNF­homologiadomeenissa.
Aminohappojen,  joissa  on  todettu  olevan  XHIGM:n  aiheuttavia  mutaatioita,  sijainnit  on
merkitty kuvaan punaisella.

SNP:t  (single  nucleotide  polymorphism)  ovat  normaaleja  DNA­sekvenssin
variaatioita, joissa yksittäinen nukleotidi on muuttunut toiseksi (The SNP Consortium Ltd,
http://snp.cshl.org/).  Polymorfiat  eivät  aiheuta  sairausfenotyyppiä.  CD40  ligandin
geenissä  tunnetaan  34  SNP:a,  joista  suurin  osa  (28)  sijaitsee  introneissa.  Kaksi  SNP:a
sijaitsee  geenin  ei­transloidulla  alueella,  ja  neljä  eksoneissa.  Eksoneiden SNP:eista  vain
yksi  aiheuttaa  aminohapon  substituution  (P181R),  ja  muut  kolme  ovat  hiljaisia,  sillä
yhden  nukleotidin  muutos  ei  näissä  tapauksissa muuta kodonia siten,  että se aiheuttaisi
translaatiossa  erilaisen  aminohapon  lisäämisen  polypeptidiin (dbSNP  ­tietokanta,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/).
SNP:ien  suhde  mutaatioiden  kokonaismäärään  on  yleensä ≤  0,68­0,74 (Chasman  &
Adams,  2001),  ja  CD40L:n  kohdalla  suhde  on  0,32.  CD40L:ssa  tunnetaan  siis
suhteellisen vähän sellaisia polymorfioita, jotka eivät aiheuta sairausfenotyyppiä.

http://snp.cshl.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
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Mutaatio Domeeni Sijainti
M36R TM  ­
G38R TM  ­
G116R ECU  ­
A123E TNFH β A1
H125R TNFH β A1
V126A TNFH β A1
V126D TNFH β A1
W140R TNFH  A1­B1
W140G TNFH  A1­B1
W140C TNFH  A1­B1
K143T TNFH  A1­B1
G144E TNFH  A1­B1
T147N TNFH  A1­B1
L155P TNFH β B1
Y170C TNFH β A3
A173D TNFH β A3
Q174R TNFH β A3
T176I TNFH β A3
L195P TNFH β C2
A208D TNFH β C3
H224Y TNFH β A4
G226A TNFH β A4
G227V TNFH β A4
L231S TNFH β A4
A235P TNFH  A4­C1
V237E TNFH β C1
T254M TNFH  C1­A2
G257S TNFH β A2
G257D TNFH β A2
L258S TNFH β A2

Taulukko 1. Substituutiomutaatiot  CD40L:ssa  ja  niiden  sijainnit. β­säikeet  ja  silmukat  on
nimetty  kuten  kuvassa  2.  TM  –  transmembraanidomeeni;  ECU  –  ekstrasellulaarinen  uniikki
domeeni; TNFH – TNF –homologiadomeeni.
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2.3.3. Geenin ekspression säätely

CD40L ­geeniä ilmennetään sekä CD4­ että CD8 ­positiivisissa T­lymfosyyteissä, mutta
ei  B­soluissa  tai  monosyyteissä (Gauchat  ym.,  1993).  Lisäksi  verihiutaleet  tuottavat
liukoista  CD40  ligandia (Hollenbaugh  ym.,  1992).  Geenin ekspression säätelymekanismit
ovat  vielä  enimmäkseen  tuntemattomia,  mutta  säätelyn  tiedetään  olevan  riippuvainen
proteiinikinaasi  C:n  aktivaatiosta  ja  solunsisäisen  Ca2+­konsentraation  kasvusta
(Fuleihan  ym.,  1994).  Koska  CD40  ligandi  voi  ilmentyä  T­solun  solukalvolle  jo  viiden
minuutin kuluttua aktivaation  jälkeen,  solu kykenee aktivoiduttuaan siirtämään aiemmin
syntesoidun  CD40L:n  solukalvolleen (Casamayor­Palleja  ym.,  1995).  Ekspressio  on
väliaikaista;  se  on  korkeimmillaan  noin  kuusi  tuntia  T­solun  aktivoitumisen  jälkeen  ja
vähenee seuraavien 12­24 tunnin aikana (Roy ym., 1993; Castle ym 1993).

Syklosporiini  A  (CsA)  ja  CsA­analogit  inhiboivat  CD40L:n  ekspressiota.  Koska
CsA­analogien  tiedetään  inhiboivan  kalsineuriinin  (joka  on  kalsiumista/kalmoduliinista
riippuva  seriini/treoniinifosfataasi)  fosfataasiaktiivisuutta,  voidaan  päätellä
kalsineuriinin  liittyvän  CD40L:n  geenin  aktivointiin.  CsA  estää  myös  CD40L­
riippuvaisen  immunoglobuliinien  luokkavaihdoksen,  mikä  tukee  oletusta  kalsineuriinin
mukanaolosta  CD40L:n  geenin  aktivaatiossa (Fuleihan  ym.,  1994). Lisäksi  Tsytsykova
ym.  ovat  osoittaneet,  että  NM­kompleksien  (NF­AT­sitoutumiskohtiin  sitoutuvat
kompleksit)  sitoutuminen  promoottoriin  estyy  CsA:n  vaikutuksesta,  ja  että  Ca2+:n
mobilisaatio  ja  siitä  seuraava  kalsineuriinin  aktivaatio  aikaansaavat  NM­kompleksien
muodostumisen (Tsytsykova ym., 1996).

DNA­sekvenssissä  CD40  ligandin  geenin  5´­päästä  ylävirtaan  sijaitsee  useita
säätelyelementtejä,  kuten  TATA­box,  Sp1­box (Tsitsikov  ym.,  1994)  ja  neljä  NF­AT
(Nuclear  Factor  of  Activated  T  cells)  ­sitoutumiskohtaa.  NF­AT  ­transkriptiofarktorit
sitoutuvat  säätelyalueelle,  ja  ne  yhdessä  AP1­proteiinien  (transkriptiofaktoreita,  jotka
muodostuvat  c­Jun/c­Fos­dimeereistä)  kanssa  muodostavat  aktiivisen
transkriptiokompleksin (Tsytsykova  ym.,  1996).  Geenin  5´säätelyalueen  on  kuitenkin
todettu  olevan  heikko  promoottori,  mikä  viittaa  muiden  transkriptiotehokkuuteen
vaikuttavien alueiden olemassaoloon (Schubert ym., 2001).

2.3.4. Mutaatioiden vaikutus CD40 ligandin toimintaan

Erilaiset  mutaatiot  voivat  vaikuttaa  proteiinin  toimintaan  monin  tavoin.  Varhaiset
pysäytyskodonit  sekvenssissä  aiheuttavat  lyhyen  transkriptin,  jota  ei  välttämättä
transloida  lainkaan.  Myöhemmät  pysäytyskodonit  aiheuttavat  liian  lyhyen  polypeptidin
translaation,  ja  proteiini  ei  lokalisoidu  solukalvolle  tai  ei  pysty  sitoutumaan  CD40
reseptoriin.  Myös  deleetiot  voivat  aiheuttaa  liian  lyhyen  polypeptidin  tuoton,  muuttaa
lukukehystä  tai  poistaa  proteiinituotteesta  laskostumisen  tai  rakenteen  ja  toiminnan
kannalta  olennaisia  aminohappoja.  Insertiot  aiheuttavat  lukukehyksen  muutoksia  ja  sitä
kautta  vaikuttavat  monin  tavoin  transkriptin  ominaisuuksiin.  Intronien  pistemutaatiot
vaikuttavat  usein  lähetti­RNA:n  silmikoimiseen,  samoin  kuin  eksonien  ensimmäisten  ja
viimeisten kodonien pistemutaatiot.

Eksonien  substituutiomutaatioiden  vaikutukset  proteiinin  rakenteeseen  ja  toimintaan
ovat  moninaisia.  Ne  voivat  olla  rakenteellisia  mutaatioita,  jolloin  proteiinin  oikea
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laskostuminen  häiriintyy  tai  rakenne  muuttuu  siten,  että  proteiinin  toiminnallisuus
vähenee  tai  estyy.  Pääsääntöisesti  oikein  laskostuneen  ja  ilmentyvän  proteiinin  toiminta
voi  estyä  tai  heikentyä  proteiinin  toiminnan  kannalta  olennaisten  aminohappojen,  kuten
proteiini­proteiini­interaktioihin  osallistuvien  ja  entsyymien  kohdalla  aktiivisen  kohdan
aminohappojen  orientaation  muutoksien  johdosta.  Funktionaalisten  aminohappojen
läheisyydessä  olevien  aminohappojen  mutaatiot  voivat  muuttaa  rakennetta  paikallisesti,
jolloin  spesifiset  interaktiot  saattavat  estyä,  vaikka  suoriin  kontakteihin  osallistuvat
aminohapot  eivät  olisikaan  mutatoituneita.  Rakenteen  paikallinen  muuttuminen  voi
johtua  mutatoitujen  sivuketjujen  fyysisestä  sopimattomuudesta  rakenteeseen  (erityisesti
tapauksissa,  joissa  mutaatio  tuottaa  huomattavasti  alkuperäistä  suuremman  tai
pienemmän  aminohapon),  aminohappojen  keskinäisten  interaktioiden  muuttumisesta
(kun  aminohapon  fysikokemialliset  ominaisuudet,  kuten  varaus  tai  kyky  muodostaa
vetysidoksia  tai  muita  interaktioita,  muuttuvat)  tai  pääketjun oritentaation muutoksista,
johon  vaikuttavat  edellä  mainittujen  muutosten  lisäksi  mutaatiot,  joissa  alkuperäinen
aminohappo  korvautuu  proliinilla.  Proliinin  sivuketju  muodostaa  rengasrakenteen
yhtyen pääketjuun, jolloin pääketjun orientaatio muuttuu.
     Rakenteelliset mutaatiot voivat aiheuttaa myös rakenteen stabiilisuuden vähenemistä,
ja  väärin  laskostuneet  tai  laskostumattomat proteiinit ovat herkempiä hajoamaan  (solun
proteolyyttisten  hajotusmekanismien  toimesta)  ja  aggregoitumaan  kuin  funktionaaliset
proteiinit (Bross  ym.,  1999).  Laskostuessaan  proteiinit  käyvät  asteittain  läpi  erilaisia
konformaatioita  laskostumattomasta  muodosta  useiden  eri  energiatilojen
konformaatioiden  kautta  lopulliseen,  funktionaaliseen  konformaatioonsa (Dill  &  Chan,
1997).  Laskostumistaipumus  on  polypeptidin  itseisominaisuus,  jota  mutaatiot  voivat
häiritä.  Mutanttipolypeptidillä  voi  kulua  laskostumiseen  enemmän  aikaa  kuin  villityypin
vastaavalla  polypeptidillä,    jolloin  välivaiheen  konformaatiot  ovat  kauemman  aikaa
alttiina  solunsisäisille  proteaaseille.  Mutaatiot  voivat  myös  muuttaa  vuorovaikutuksia
funktionaalisessa  konformaatiossa  siten,  että  proteiinin  vapaa  energia  jää  suureksi.
Tällöin proteiinin laskoksilla on suurempi todennäköisyys purkautua (Bross ym., 1999).

Perinteisesti  konformationaalisiksi  sairauksiksi  on  määritelty  sellaiset  sairaudet,
joissa  mutaatiot  aiheuttavat  proteiinien  aggregoitumista  laskostumisprosessin  häiriöiden
vuoksi (Carrell & Lomas, 1997)  . Uuden määritelmän mukaan sairauksia, joiden taustalla
on  proteiinien  laskostumisprosessin  häiriö  ­  aiheuttipa  väärä  laskostuminen
aggregoitumista  tai  ei  ­  kutsutaan  konformationaalisiksi  sairauksiksi (Beissinger  &
Buchner, 1998). Jos jotkin CD40 ligandin mutaatiot vaikuttavat proteiinin laskostumis­ ja
agregoitumisominaisuuksiin  olennaisessa  määrin,  XHIGM  voidaan  niiden  mutaatioiden
kohdalla  luokitella  konformationaaliseksi  sairaudeksi.  Koska  proteiinien
laskostumismekanismeja  ja  aminohapposekvenssin  vaikutuksia  niihin  ei  kuitenkaan
yksityiskohtaisesti  tunneta,  on vaikeaa ennustaa  tai arvioida tietyn mutaation vaikutusta
polypeptidin laskostumiseen (Bross ym., 1999).

 Toiminnalliset  mutaatiot  ovat  (CD40L:ssa)  sellaisia  eksonien  missense­mutaatioita,
jotka  estävät  tai  heikentävät  spesifisten  kontaktien  tapahtumista  proteiini­proteiini­
interaktioissa  joko  muuttamalla  proteiinin  sitoutumispaikan  rakennetta  ja ominaisuuksia
tai muuttamalla  ligandin  ja  reseptorin välisessä interaktiossa suorassa kontaktissa olevia
aminohappoja.  Toiminnallisten  mutaatioiden  osuus  geneettisissä  sairauksissa  on yleensä
ottaen pienempi kuin rakenteellisten mutaatioiden (Wang & Moult, 2001).
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2.3.5. Aiemmat tutkimukset liittyen CD40L:n mutaatioiden vaikutuksiin

CD40L:n  mutaatioiden  vaikutuksia  proteiinin  ekspressioon  ja  toimintaan  on  tutkittu
biokemiallisin  menetelmin  sekä  kokeellisesti  määritettyyn  rakenteeseen  perustuen,
mutta  laajaa  substituutiomutaatioiden  analyysiä,  joka  ottaisi  huomioon  useampia
näkökulmia,  ei  ole  tehty.  Myöskään  kaikkia  nykyään  tiedossa  olevia  CD40L.n
substituutiomutaatioita ei ole analysoitu.

Karpusas  ym.  analysoivat  muutamien  mutaatioiden  rakenteellisia  vaikutuksia
CD40L:n  kiderakenteen  julkaisemisen  yhteydessä (Karpusas  ym.,  1995;  Karpusas  ym.,
2001). Garber  ym.  ovat  tutkineet  kymmenen  eri  substituutiomutaation  vaikutuksia
CD40L:n  trimerisoitumiseen  sekä  ekspressoitumiseen  solun  pinnalla  biokemiallisin
menetelmin (Garber  ym.,  1999).  Bajorath  ym.  selvittivät  kohdennetun  mutageneesin
jälkeen sitoutumiskokein, mitkä aminohapot ovat olennaisia CD40L­CD40  ­kompleksin
muodostumisessa (Bajorath  ym.,  1997).  Ligandi­reseptori  –interaktiota  ja  polaaristen
aminohappojen  merkitystä  sitoutumisessa  tutkivat  myös  kohdennetulla  mutageneesillä
Singh ym. (Singh ym., 1998).XHIGM:lle on myös kehitetty eläinmalli (Xu ym., 1994).
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3. Tutkimuksen tavoitteet

Tutkimuksen  tavoitteena  oli  selvittää  hyper­IgM­syndroomaa  aiheuttavien  CD40
ligandin substituutiomutaatioiden vaikutuksia proteiinin  rakenteeseen  ja  toimintaan sekä
tutkia  CD40L:n  sekvenssin  konservoituneisuutta.  Näillä  keinoin  hyper­IgM­
syndrooman  fenotyypille  pyrittiin  saamaan  molekulaarinen  perusta.  Tavoitteena  oli
myös  tutkia  erilaisten  ohjelmien  soveltuvuutta  mutaatioiden  vaikutusten  tukimiseen.
Lisäksi  tutkimukseen  liittyi  CD40Lbase­mutaatiotietokannan
(http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/)  päivittäminen  uusilla  mutaatioilla,  ja  polymorfioiden
(SNP) lisääminen tietokantaan.

http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/
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4. Menetelmät

4.1. Sekvenssianalyysi

Sekvenssianalyysissä  tutkittiin  CD40  ligandin  ominaisuuksia  proteiinin
aminohapposekvenssin  eli  primaarirakenteen  perusteella.  Tutkittavia  ominaisuuksia
olivat  sekvenssin  evolutiivinen  konservoituneisuus,  sekvenssin  muutosten  (substituutio­
mutaatioiden)  vaikutus  proteiinin  sekundaarirakenteisiin,  mutaatioiden  vaikutus
proteiinin  järjestyneeseen  laskostumiseen  ja  proteiinin  aggregoitumistaipumuksen
muutokset sekvenssin muuttumisen myötä.

4.1.1. Aminohapposekvenssit

CD40  ligandin  aminohapposekvenssi  ja  tiedossa  olevat  mutaatiot  saatiin  CD40L­
tietokannasta (http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/).  Tietokantaan  on  listattu  kaikki  tunnetut
CD40L:n  XHIGM:n  aiheuttavat  mutaatiot,  ja  lisäksi  sinne  kerätään  tietoa  potilaiden
kliinisestä  taudinkuvasta,  immunologisesta  fenotyypistä,  taudin  ennusteesta  ja  hoidon
tehokkuudesta (Notarangelo ym., 1996).
Homologisekvenssit  haettiin  PSIBLAST  ­ohjelmalla  (Position  Specific  Iterated
BLAST),  joka  vertaa  annettua  sekvenssiä  tietokantojen  sekvensseihin  ja  etsii
samankaltaisia  sekvenssejä (Altschul  ym,  1997).  Kynnysarvona  käytettiin  ohjelman
tarjoamaa  oletusasetusta  E  =  0,005,  jolla  ohjelma  löysi  yhteensä  n  samankaltaista
sekvenssiä.  Otoksessa  useaan  kertaan  toistuvat  sekvenssit  poistettiin,  jolloin  jäljelle  jäi
33 sekvenssiä koko CD40L:n aminohapposekvenssillä haettuna.

TNF­domeenin  aminohapposekvenssille  haettiin  Pfam­tietokannasta (Bateman  ym.,
2004)  seed­rinnastuksella  52  homologisekvenssiä  sekvenssirinnastuksia  varten  ja  full­
rinnastuksella  175  homologisekvenssiä  ProCon  –ohjelmaa (Shen  &  Vihinen,  2004)
varten.  Pfam  on  proteiiniperhetietokanta,  jossa  proteiinit  on  jaoteltu  sekvenssien
perusteella  perheisiin.  Tietokanta  sisältää  sekvenssirinnastuksia  kullekin  perheelle,
joiden  perusteella  luodulla  kätketyllä  Markovin  mallilla  (HMM)  voidaan  verrata  muita
sekvenssejä  perheen  sekvensseihin,  ja  luokitella  sekvenssejä  tiettyihin  perheisiin
kuuluviksi.

Sekvenssirinnastukset  tehtiin  ClustalW­ohjelmalla (Thompson  ym,  1994)  käyttäen
oletusparametrejä  (Avatutuvan  aukon  rangaistus  10,0;  aukon  laajenemisen  rangaistus
0,2;  Proteiinimatriisi:  Gonnet).  Sekvenssirinnastukset  visualisoitiin  käyttämällä
MultiDisp­ohjelmaa (Riikonen  &  Vihinen, 2004) konservoituneisuuden havaitsemiseksi.
Ohjelman  avulla  saatiin  myös  tietoa  sekvenssien  erovaisuusasteesta  sekä  varauksen  ja
hydrofobisuuden jakaumista sekvenssirinnastuksessa.

http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/
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4.1.2. Konservoituneisuus

Useat  tutkimusryhmät  ovat  osoittaneet,  että  evolutiivisesti  konservoituneet  ja
fysikokemialliset  ominaisuutensa  säilyttäneet  aminohapot  ovat  systemaattisesti  hyvin
herkkiä  mutaatioille (Poteete  ym.,  1992;  Markiewicz  ym.,  1994;  Suckow  ym.,  1996).  Toisin
sanoen  konservoituneiden  aminohappojen  mutaatiot  aiheuttavat  useimmiten  haitallisia
seurauksia proteiinin rakenteelle ja toiminnalle.

Sekvenssien  evolutiivista  konsevoituneisuutta  tutkittiin  sekvenssirinnastusten
visualisointien  lisäksi  ProCon­ohjelmalla,  jonka  toiminta  perustuu  sekvenssin
aminohappojen  mutuaali­informaatio­  (tyypin  III  konservoituneisuus)  ja
entropialaskentaan  (tyypin  I  ja  II  konservoituneisuus)  sekä  visualisointiin (Shen  &
Vihinen,  2004).  Entropialaskennan  tarkoituksena  oli  mitata  aminohappojakauman
diversiteettiä  sekvenssirinnastuksessa  konservoituneisuuden  havaitsemiseksi.  Mutuaali­
informaatiolaskennalla  määritettiin  aminohappojen  positionaalista  konservoituneisuutta.
Entropialaskennassa  käytettiin  oletusparametrejä,  jolloin  p1  =  0,01  ja  p2  =  0,05.
Mutuaali­informaation  laskemista  varten  p­arvoja  muutettiin  pienemmiksi  järkevän
tulossarjan saamiseksi, jolloin p1 = 0,005 ja p2 = 0,020.

Kolmantena  menetelmänä  (tyypin  1)  konservoituneisuuden  lokalisoimiseen  ja
visualisoimiseen  käytettiin  ConSeq­palvelinta (Berezin  ym,  2004).  Ohjelma  hakee
automaattisesti  annetulle  sekvenssille  homologisekvenssejä,  ja  rinnastaa  ne.  Ohjelma
laskee  substituutiofrekvenssin  jokaiselle  aminohapolle  sekvenssirinnastuksessa  ottaen
huomioon  homologisekvenssien  väliset  evolutiiviset  suhteet.  Lisäksi  palvelin  ennustaa
aminohappojen  sijainnin  proteiinissa  (rakenteen  pinnalla  tai  sisällä)  neuroverkko­
ohjelmalla (Berezin ym, 2004).

4.1.3. Mutaatioiden vaikutus sekundaarirakenteisiin

Sekvenssin  muutosten  vaikutusta  proteiinin  sekundaarirakenteisiin  tutkittiin  ajamalla
kaikki  mutaatiosekvenssit  ja  villityypin  aminohapposekvenssi  yksitellen  PSIPRED­
(Jones,  1999;  McGuffin,  ym.,  2000)  ja  Jpred  ­ohjelmilla (Cuff  ym.,  1998).  Eri
mutaatiosekvenssien  tuottamia  ennustuksia  verrattiin  villityypin  ennustettuun
sekundaarirakenteeseen.
Kumpikin  ohjelma  ennustaa  proteiinin  sekundaarirakenteet  aminohapposekvenssin
perusteella.  PSIPRED  hakee  annetulle  sekvenssille  homologisekvenssejä  PSIBLAST­
ohjelmalla  ja  käyttää  sekundaarirakenteen  ennustamiseen  kahta  hermoverkkoa (Cuff  &
Barton,  2000;  Cuff  ym,  1998).  Jpred  toimii  samankaltaisesti  tuottaen  ensin
sekvenssirinnastuksen,  jonka  perusteella  kaksitasoinen  hermoverkko  ennustaa
aminohapposekvenssille sekundaarirakenteen (Jones, 1999).

4.1.4. Mutaatioiden vaikutus proteiinirakenteen epäjärjestyneisyyteen

Proteiinirakenteen  epäjärjestyneisyydellä  tarkoitetaan  säännöllisen  sekundaarirakenteen
puutetta  ja  polypeptidiketjun  hyvin  suurta  rakenteellista  joustavuutta (Wright  &  Dyson,
1999).  Epäjärjestyneisyydellä  on  merkitystä,  sillä  epäjärjestyneet  alueet  saattavat
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aiheuttaa  ongelmia  proteiinin  ekspressiossa (Linding  ym,  2003(a)),  ja  proteiineissa,  jotka
ohjautuvat  solussa nopeasti hajotettavaksi,  on yleensä epäjärjestyneitä alueita (Wright &
Dyson,  1999).  Proteiinirakenteen  epäjärjestyneisyydellä  on  tärkeä  osa  sairauksien
biologiassa,  joka  ilmenee  proteiinien  väärin  laskostumisena  ja  aggregoitumisena
(Linding  ym,  2003(b),  Ramos  &  Ferreira,  2005).  Jos  siis  jokin  mutaatio  CD40  ligandissa
aiheuttaisi  merkittävää  rakenteen  epäjärjestymisen  lisääntymistä,  siitä  seuraava
proteiinin  ekspression  väheneminen  voisi  selittää  mutaation  vaikutusta  XHIGM­
fenotyyppiin.

Epäjärjestyneille  polypeptidiketjun  alueille  on  tyypillistä  aminohapposekvenssin
yksipuolisuus  ­  aminohappokoostumus  on  vinoutunut  siten,  että  etenkin  aromaattisia
aminohappoja  on  sekvenssissä  ylenmäärin.  Myös  aminohappojen  ominaisuuksista
johtuva  polypeptidin  lisääntynyt  taipuisuus  on  epäjärjestyneille  alueille  tavallista
(Romero  ym.,  1997;  Dunker  ym.,  2002).  Mutaatioiden  vaikutusta  proteiinirakenteen
epäjärjestyneisyyteen  tutkittiin  jokaisen  mutaatiosekvenssin  osalta  erikseen  seuravilla
ohjelmilla: DisEMBL (Linding ym, 2003(1)), Disopred (Ward ym., 2004), Globplot (Linding
ym., 2003(2)) ja PONDR (Romero ym., 1997; Li ym., 1999; Romero ym., 2001).

DisEMBL  käyttää  epäjärjestyneisyyden  eri  tasojen  ennustamiseen  kehitettyä
hermoverkkoa.  Ohjelma  ennustaa  ja  esittää  todennäköisyyden  aminohapposekvenssin
osien  epäjärjestymiselle.  Koska  epäjärjestyneisyydelle  ei  ole  yksittäistä  määritelmää,
ohjelman  tekijät  ovat  todennäköisyyslaskentaa  varten  määritelleet  epäjärjestyneisyyden
kolmeen tasoon: silmukat, korkean liikkuvuusasteen silmukat (”hot loops”), eli korkean
B­faktorin  silmukat,  ja  kiderakenteesta  puuttuvien  koordinaattien  alueet.  Kullekin
epäjärjestyneisyyttä  kuvaavalle  ryhmälle  haettiin  datasarja,  ja  kolme  datasarjaa  jaettiin
aluksi  viidelle  neuroverkolle.  Käytettävissä  olevassa  ohjelmassa  epäjärjestyneisyyden
ennustaminen tapahtuu kolmella neuroverkolla (Linding ym, 2003(a)).

Globplot  ennustaa  rakenteen  epäjärjestyneisyyttä  jokaiselle  aminohapolle  erikseen
asetetun  Russell/Linding  ­epäjärjestyneisyystaipumusarvon  (P)  perusteella,  joita
ohjelmassa on seitsemän erilaista (Linding ym., 2003(b)).

PONDR:n  osalta  tässä  tutkimuksessa  käytettiin  ohjelmistopaketin  VL­XT  ­
ennustusohjelmaa,  jossa  yhdistyvät  kolme  neuroverkkoa:  VL1,  jonka  ovat  kehittäneet
Romero  ym. (Romero  ym.,  2001),  sekä  XT,  joka  sisältää  C­  ja  N­terminaaliosien
epäjärjestyneisyyttä  ennustavat  neuroverkot (Li  ym.,  1999).  Kaikki  neuroverkot
ennustavat  epäjärjestyneisyyttä  rakenteellisen  tiedon  perusteella,  sillä  ne  on  opetettu
puuttuvien  elektronitiheysalueiden  tunnistamiseen  joko  röntgensädekristallografisella
tai NMR­datalla (Romero ym., 1997; Li ym., 1999; Romero ym., 2001).

Disopred­ohjelman  neuroverkko  on  opetettu  tunnistamaan  proteiinirakenteen
epäjärjestyneisyyttä  röntgensädekristallografiadatasta  puuttuvien  koordinaattien
perusteella, samalla tavoin kuin PONDR (Ward ym., 2004).

4.1.5. Mutaatioiden vaikutus proteiinin β­aggregaatiotaipumukseen

Aggregoitumisen  uskotaan  olevan  proteiineille  yleinen  polypeptidiketjun  ominaisuus,
joka  ei  ole  riippuvainen  spesifisestä  aminohapposekvenssistä.  Aggregaattien  toksiset
vaikutukset  johtuvat  yleisistä  rakenteellisista  ominaisuuksista  erityisten
aminohapposivuketjujen  järjestymisen  sijaan.  Näiden  havaintojen  perusteella  on  esitetty



29

hypoteeseja,  että  mikä  tahansa  polypeptidi  voi  aggregoitua  sopivien,  epästabiloivien
olosuhteiden  vallitessa.  Näin  ollen  proteiinien  evoluutiossa  oletetaan  tapahtuneen
negatiivista  selektiota  sellaisia  sekvenssejä  vastaan,  joilla  on  suuri
aggregoitumistaipumus (Stefani,  2004).  Substituutiomutaatiot  aminohapposekvenssissä
saattavat  aiheuttaa  polypeptidin  aggregoitumistaipumuksen  lisääntymistä.  Hyvin
tunnettujen  amyloidoosien  (kuten  Alzheimerin  ja  Parkinsonin  taudit)  lisäksi  on  muita
proteiinien väärin laskostumiseen ja aggregoitumiseen liittyviä sairauksia.

 Aggregoituminen  saa  alkunsa  rakennetta  epävakauttavista  mutaatioista,  jotka
lisäävät β­rakenteen  muodostumistaipumusta.  Ylimääräiset β­säikeet  voivat  sijoittaa
itsensä  toisiin,  identtisiin  molekyyleihin.  Näiden  rakenteellisten  modifikaatioiden
edetessä  syntyy  solunsisäisiä  proteiinipolymeerejä,  jotka  ovat  solun  toiminnalle
haitallisia  yhtäältä  alkuperäisen  proteiinin  toiminnallisuuden  puutteen,  toisaalta
proteiiniaggregaattien  sytotoksisuuden  vuoksi.  Useimmiten  solunsisäiset  viallisten
proteiinien  poistomekansimit  kykenevät  estämään  varsinaisten  aggregaattien
kerääntymisen  soluun  aggregaattiprekursoreita  poistamalla.  Tällöin  aggregoituva
proteiini  ei  pääse  toteuttamaan  biologista  rooliaan,  mikä  johtaa  sairausfenotyypin
ilmenemiseen.  Monissa  molekyylitasolla  perustaltaan  tuntemattomissa  sairauksissa
sairausfenotyypin  aiheuttajana  voi  olla  aggregaatteja  muodostava,  viallinen  proteiini
(Stefani, 2004).

Mutaatiosekvenssien  aggregaatiotaipumusta  tutkittiin  TANGO  ­ohjelmalla
(Fernandez­Escamilla  ym.,  2004;  Linding  ym.,  2004).  Proteiinien  aggregaatiotaipumusta
pystytään  ennustamaan,  sillä  aggregoituminen  alkaa  sellaisissa
aminohapposekvenseissä,  joilla  on  tietynlaiset  fysikokemialliset  ominaisuudet  liittyen
sekundaarirakenteen  muodostamiseen,  hydrofobisuuteen  ja  varaukseen (Linding  ym.,
2004).

     TANGO­ohjelma  analysoi  tilastollisesti  aminohappojen  fysikokemiallisia
ominaisuuksia  ja  niiden  taipumusta  muodostaa  ­säikeitä.  Lisäoletuksena  laskennassa
on,  että  aggregaatin  ydinalueet  ovat  täysin  rakenteen  sisällä  siten,  että  ne  eivät  ole
lainkaan  kosketuksissa  liuottimen  kanssa.  Ohjelma  mallintaa  proteiinin  määrittäen
kunkin  aminohapon  johonkin  neljästä  eri  tilasta:  laskostumaton,  kierteinen, käännöksen
muodostava  tai  aggregoitunut,  ja  laskee  systeemille  jakaumafunktion.  Kullekin
aminohapolle  haetaan  tilastollinen  painoarvo  PDB:stä  perustuen  eri  tilojen
todennäköisyyteen (Pande,  2004).  TANGO  pystyy  myös  erottamaan  ­säikeen
muodostustaipumuksen aggregoitumistaipumuksesta (Fernandez­Escamilla ym., 2004).
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4.2. Rakenneanalyysi

Analyysin  tarkoituksena  oli  selvittää  CD40L:n  rakenteellisia  ominaisuuksia  ja  tutkia
mutaatioiden vaikutuksia niihin. Tutkittavia mutaatioiden vaikutuksia olivat muuttuneen
aminohapon  kyky  mahtua  rakenteeseen,  aminohappojen  välisten  kemiallisten
kontaktien  muuttuminen  mutaation  myötä  sekä  proteiinin  elektrostaattisen
pintapotentiaalin  muutokset  aminohapon  muuttuessa.  Rakenneanalyysiin  kuului  myös
reseptoriin  sitoumisen  ja  trimerisoitumisen  kannalta  olennaisten  aminohappojen
selvittäminen kirjallisuudesta.

4.2.1. Kiderakenne

Ihmisen  CD40  ligandin  kolmiulotteinen  rakenne  on  osittain  (aminohapot  116­261)
määritetty röntgensädekristallografialla 2Å tarkkuudella (Karpusas ym., 1995). Rakenteen
koordinaatit haettiin PDB:sta (Protein Data Bank) (Berman ym., 2000). Ihmisen CD40L:n
PDB­tunniste on 1ALY.

4.2.2. Rotameerianalyysi

Rotameerianalyysiä  käytettiin  mutaatioaminohapon  sovittamiseksi  rakenteeseen
parhaalla  mahdollisella  tavalla,  ja  jotta  voitaisiin  selvittää,  voiko  mutatoitunut
aminohappo  mahtua  rakenteeseen  aiheuttamatta  suuria konformationaalisia  rasitteita  tai
muutoksia.

PDB­rakenne  visualisoitiin  ja  mutaatiot  tehtiin  rakenteeseen  PyMOL­ohjelmalla
(DeLano,  2002).  Rakenteisiin  lisättiin  vedyt  Reduce­ohjelmalla (Word  ym,  1999b),  joka
myös  optimoi  rotatoitavien,  polaaristen  vetyatomien  sijainnit  paikalllisten
vetysidosverkostojen  perusteella.    Mutatoitujen  aminohappojen  sivuketjujen  ­kulmat
rotatoitiin  10  asteen  välein  PROBE:n  Autobondrot­ohjelmalla (Word  ym.,  1999a;  Word
ym,  2000).  PROBE  laskee  jokaiselle  konformaatiolle  kontaktipinta­alat  sivuketjun  ja
läheisten  atomien  välille,  ja  ilmoittaa  vetysidoksiin,  van  der  Waals  ­vuorovaikutuksiin
ja  päällekkäisyyksiin  (kahden  atomin  etäisyys  alle  5  Å)  perustuvan  numeerisen  arvon
kullekin  sivuketjun  konformaatiolle  (PROBE­pisteytys).  Kaikkien  atomikontaktien
analyysi  PROBE:ssa  kuvaa  pintojen  komplementaarisuutta,  ja  PROBE­pisteytyksen
kasvaessa  pakkautuminen  paranee.  Parhaat  rotameerit  valittiin  PROBE­pisteytyksen
perusteella, ja niitä käytettiin mutaatioaminohappojen malleina jatkoanalyyseissä.

Mutaatiorakenteet  verifioitiin  MolProbity­web­palvelimella (Richardson  Laboratory,
Duke  University  http://kinemage.biochem.duke.edu/),  jolla myös muutettiin PDB­muodossa
olleet  mutaatiorakenteet  Kinemage­muotoon.  MolProbity  lisää  kinemage­
koordinaatteihin  myös  kaikki  atomikontaktit,  ja  kääntää  asparagiinien  ja  glutamiinien
sivuketjut  tarvittaessa.  Sivuketjuja  joudutaan  joskus  kääntämään,  sillä  hiilen,  typen  ja
hapen  elektronitiheydet  ovat  hyvin  samanlaiset  ja  vaikea  erottaa  toisistaan
kristallografiassa.  Niinpä  em.  aminohappojen  NH2­  ja  O­ryhmät  saattavat  olla
rakenteessa  väärin  päin  (Word  ym.,  1999b).Rakenteet  visualisoitiin  uudelleen  King  ­
ohjelmalla (Richardson  Laboratory,  Duke  University  http://kinemage.biochem.duke.edu/),

http://kinemage.biochem.duke.edu/
http://kinemage.biochem.duke.edu/
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jolla  saatiin  näkyviin  atomien  kontaktit  ja  törmäykset.  Valmiiden  mutaatiorakenteiden
visualisoimiseen käytettiin PyMol­ohjelmaa (DeLano, 2002).

4.2.3. Aminohappojen kontaktianalyysi

Kaikki  atomikontaktit  ovat  tärkeitä  proteiinin  oikean  laskostumisen,  yksityiskohtaisen
rakenteen  ja  toiminnan  sekä  rakenteen  stabiilisuuden  kannalta,  ja  niiden  muuttuminen
mutaation  myötä  saattaa  aiheuttaa  olennaisia  muutoksia  proteiinin  toimintaan.
Liuospinta­alat  kertovat  aminohapon  sijainnista  proteiinimolekyylissä  ja  antavat  myös
osviittaa  sen  roolista  proteiinin  toiminnassa  (hyvin  vähän  tai  ei  lainkaan  liuottimen
kanssa  kosketuksissa  olevat  aminohapot  ovat  useimmiten  olennaisia  hydrofobisen
ytimen  ja  siten  koko  molekyylin  stabiilisuuden  kannalta).  Analysoimalla  kontaktien
lujuutta  voidaan  paikallistaa  rakenteen  tai  toiminnan  kannalta  olennaisia  aminohappoja
(Shen  &  Vihinen,  2004),  sillä  aminohappojen  väliset  voimakkaat  kontaktit  ovat  tärkeitä
rakenteellisen  stabiilisuuden  kannalta,  kun  taas  heikot  kontaktit  viittaavat  kyseessä
olevien  aminohappojen  mahdolliseen  toiminnalliseen  luonteeseen (Beadle  &  Shoichet,
2002).

Aminohappojen  väliset  kontaktit  sekä  liuospinta­alat  selvitettiin  CSU­palvelimella
(Sobolev  ym.,  1999),  joka  käyttää  WHATIF­ohjelmasta  peräisin  olevaa  algoritmia
(Vriend.,  1999)  atomien  kontakti­  ja  liuospinta­alojen  laskemiseen.  Kahden  atomin  A  ja
B välinen kontaktipinta­ala määritellään pallon pinta­alaksi, kun pallon keskus on atomi
A:  n  keskus  ja  säde  atomi  A:n  ja  liuotinmolekyylin  van  der  Waals­säteiden  summa
(Sobolev  &  Edelman,  1995).  Liuospinta­ala  määritellään  myös  atomien  van  der  Waals  ­
säteiden  perusteella (Lee  &  Richards,  1971).  Pinta­alojen  lisäksi  ohjelma  ilmoittaa
jokaisen  aminohapon  muodostamien  kontaktien  laadun  (vetysidos,  hydrofobinen
kontakti jne.) (Sobolev ym., 1999).

Mutaatioaminohappojen  muodostamat  kontaktit  visualisoitiin  King­ohjelmalla,  ja
kaikki  mutaatiorakenteiden  atomikontaktit  laskettiin  MolProbity­ohjelmalla,  kuten
luvussa 4.2.2. on kuvattu.

Aminohappojen  kontaktienergioita  analysoitiin  RankViaContact­ohjelmalla (Shen  &
Vihinen,  2003).  Ohjelma  laskee  aminohappojen  väliset  kontaktienergiat  ja  visualisoi
interaktiot.  Ohjelman  toiminta  perustuu  karkeaan  malliin,  jossa  aminohapot  on
määritelty  vuorovaikutuksessa  oleviksi  partikkeleiksi.  Kontaktienergioiden  laskennassa
käytetyt  parametrit  riippuvat  ympäristöstä  ja  ovat  sekundaarirakennespesifisiä.
Voimakkaat  kontaktit  aminohappojen  välillä  viittaavat  kyseisten  aminohappojen  rooliin
proteiinin  stabiilin  rakenteen  ylläpidossa.  Heikot  kontaktit  sen  sijaan  ovat  ominaisia
toiminnallisille  aminohapoille.  Kontaktienergioiden  perusteella  voidaan  siis  paikallistaa
rakenteen  tai  toiminnan  kannalta  olennaisia  aminohappoja  ja  tutkia  mutaatioiden
vaikutuksia (Shen & Vihinen, 2003).

Villityypin  proteiinirakennetta  analysoimalla  selvitettiin  rakenteen  kannalta  tärkeät,
matalan  kontaktienergian  aminohapot  (joilla  on  vahvat  kontaktit),  ja  mallitettuja
mutaatiorakenteita  analysoimalla  tutkittiin  mutaatioiden  vaikutuksia  kontaktien
energiaan.
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4.2.4. Elektrostaattinen pintapotentiaali

Elektrostaattisilla  interaktioilla  –  vastakkaisten  varausten  vetovoimalla  tai  samanlaisten
varausten  repulsiolla  –  on  tärkeä  osa  biologisissa  prosesseissa.  Polypeptidiketjujen
laskostuminen  tapahtuu  osittain  elektrostaattisten  interaktioiden  ohjaamana,  ja
laskostuneessa  proteiinissa  elektrostaattinen  pinta  on  määrittävä  tekijä  proteiinin
interaktioissa  muiden  molekyylien  kanssa.  Myös  liuottimen  vesimolekyylien  ja  ionien
elektrostaattiset  interaktiot  proteiinin  kanssa  vaikuttavat  edellä  mainittuihin
prosesseihin.
Niin  villityypin  CD40  ligandin  kuin  mutaatiorakenteidenkin  elektrostaattiset
pintapotentiaalit  laskettiin  ja  visualisoitiin  PyMOL­ohjelmalla (DeLano,  2002),  ja
laskemiseen  käytettiin  ohjelman  tarjoamaa  absoluuttista  proteiinin  elektrostaattista
potentiaalia vakuumissa.
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5. Tulokset

5.1. Sekvenssianalyysi

TNF­perheen  proteiinit  muodostavat  rakenteellisesti  konservoituneen  ryhmän,  jolle
yhteistä  on  ”kääretorttu”  (jelly  roll)  ­tyyppinen  ­levyrakenne  ja  trimerisoituminen
(Peitsch  &  Jongeneel,  1993).  Perheen  konservoituneisuus  sekvenssitasolla  on
vähäisempää,  sekvenssihomologia  vaihtelee  noin  25  ja  40%  välillä  TNF­perheen
jäsenten  kesken.  Sairauksia  aiheuttavat  mutaatiot  osuvat  tyypillisesti  proteiiniperheessä
konservoituneisiin  aminohappoihin,  jotka  yleensä  ovat  proteiinin  rakenteen  ja/tai
toiminnan kannalta olennaisia (Miller & Kumar, 2001).

5.1.1. Tyypin I konservoituneisuus

Tyypin  I  konservoituneisuudella  tarkoitetaan  sekvenssien  identtisenä  pysymistä,  eli
aminohapon  säilymistä  samana  tietyssä  kohtaa  sekvenssiä.  Tyypin  I
konservoituneisuutta  tutkittiin  sekvenssirinnastuksilla  ja  niiden  visualisoimisella,
informaatioteoreettisella  laskennalla  (ProCon­ohjelma)  sekä  sekvenssihomologiaan
perustuvalla  Conseq­ohjelmalla,  joka  laskee  kullekin  sekvenssin  aminohapolle
substituutiofrekvenssin. Kuvat sekvenssirinnastuksista ovat liitteessä 1.

Aminohapposekvenssin  konservoituneisuusasteessa  on  eroa  riippuen  siitä,
tehdäänkö homologisekvenssihaut  ja rinnastukset koko sekvenssille (aminohapot 1­261)
vai TNF­domeenin sekvenssille aminohapot (123­261). Tämä johtuu siitä, että CD40L:n
TNF­domeenille  löytyy  enemmän  homologisekvenssejä  kuin  koko  proteiinille,  sillä
CD40L:n  IC­,  TM­  ja  ECU­alueet  poikkeavat  muiden  TNF­perheen  jäsenistä
merkittävästi. Sekvenssin alkuosan (aminohapot 1­123) eroavaisuus pysyy keskisuurena
–  tämä  voidaan  selvittää  sekvenssin  alun  suurella  aukkofrekvenssillä.  Sekvenssien
eroavaisuus  aminohaposta  123  eteenpäin  on  vähäisempää  TNF­domeenirinnastuksessa,
mikä  johtuu  kuvaavammasta  aineistosta  (sekvenssin alkuosa ei häiritse homologihakua)
ja suuremmasta sekvenssimäärästä (jolloin tilastollisen tarkastelun luotettavuus kasvaa).

Sekvenssirinnastuksen  perusteella  täysin  konservoituneita  aminohappoja
homologisekvensseissä  on  kolme,  G226,  G227  ja  L231  (Kuva  8),  joista  kaikissa  on
todettu mutaatioita (G226A, G227V, L231S).
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Kuva 8. MultiDisp­visualisointi koko proteiinisekvenssin konservoituneisuudesta. Värit ja
kirjainten koot kuvastavat konservoituneisuusastetta.

TNF­proteiiniperheen  analyysissä  tyypin  I  konservoituneisuus  sekvenssissä  on
yleistä,  mutta  vain  harvoilla  korkean  informaation  alueilla  esiintyy  mutaatioita  CD40
ligandissa.  Korkean  informaation  alueilla  sijaitsevat  mutaatiot  ovat  aminohapoissa
Q174,  G226,  G227  ja  L231  (kuva  9).  Sellaiset  alhaisen  entropian  (korkean
informaation) aminohapot,  joissa on mutaatioita CD40 ligandissa, mutta joiden kohdalla
oli  hajontaa  sekvenssirinnastuksessa,  jätettiin  pois,  samoin  kuin  sellaiset  korkean
informaation  aminohapot,  joiden  informaatio  oli  kuuden  aminohapon  aakkostolla
laskettuna  korkeampi  (jolloin  kyse  voi  olla  tyypin  II  konservoituneisuudesta).  Osa
korkean  informaation  aminohapoista  on myös CD40 ligandissa muuttunut  toiseksi kuin
TNF­proteiiniperheessä  konservoitunut  aminohappo  (Esimerkki:  kuva  10),  jolloin
entropialaskennan tulosta ei otettu huomioon tässä sekvenssianalyysissä.
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Kuva 9. Aminohapposekvenssin  informaatio.  Korkean  informaation  aminohapot,  joissa
esiintyy mutaatioita, eli Q174, G226, G227 ja L231 sijaitsevat kuvassa kohdissa 93, 182, 183 ja
187. Informaatio on kuvattu punaisella, aukkofrekvenssi vihreällä värillä.

Kuva 10. CD40 ligandin alaniini 235  vastaava aminohappo on useissa muissa TNF­perheen
proteiineissa aspartaatti.

ConSeq­ohjelmalla  saatiin  toisistaan  poikkeavat  tulokset  käyttämällä  TNF­
homologirinnastusta  ja  CD40L­homologirinnastusta  (kuva  11).  Tämä  johtuu  siitä,  että
sekvenssejä  on  kussakin  rinnastuksessa  eri  määrä  (TNF­rinnastuksessa  n.
kolminkertainen  määrä  CD40L:n  koko  sekvenssin  rinnastukseen  verrattuna).  TNF­
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rinnastusta  käyttämällä  tulos  on  luotettavampi,  mutta  sillä  ei  saada  tietoa
aminohappojen 1­119 konservoituneisuudesta.

a)

b)
NPQIAAHVISEASSKTTSVLQWAEKGYYTMSNNLVTLENGKQLTVKRQGL
eeeebebbbeeeeeeeeeebebeeeeeebbbeebbebeeeeebbbeeebb
YYIYAQVTFCSNREASSQAPFIASLCLKSPGRFERILLRAANTHSSAKPC
bbbbbebebeeeeeeeeebebebebbeeeeeeeeeebbeebeeebeeeee
GQQSIHLGGVFELQPGASVFVNVTDPSQVSHGTGFTSFGLLKL
eeeebbbbbbbebeeeeebebebeeeebbeeeeeebbbbbbee

1  2  3  4  5  6  7  8  9
Vaihteleva­Keskimääräinen­Konservoitunut

Kuva 11. a)  CD40  ligandin  ja  b)  saman  proteiinin  TNF­homologiaosan  sekvenssi  ja
primaarirakenteen  konservoituneisuus  ConSeq ­ohjelman  ennustamana.
e:  rakenteen  pinnalla  oleva  aminohappotähde  (ennustettu)
b: rakenteen sisäosiin asettuva aminohappo (ennustettu)

Pienempi  homologisekvenssien  määrä  näkyy  ennustuksessa  konservoituneisuuden
korostumisena  (kuva  11a).  Useamman  sekvenssin  ollessa  vertailtavana  variaatioita
löytyy  niissä  kohdissa,  jotka  näyttävät  kuvassa  a  olevan  vahvasti  konservoituneita.
Molemmisssa  kuvissa  voimakkaasti  konservoituneena  esiintyvät  aminohapot,  kuten
W140,  L161,  G169,  L231,  T254  ja G257  ovat  myös  todellisuudessa  säilyneitä.  Näistä
neljässä on todettu hyper­IgM­syndroomaan johtavia mutaatioita.

MIETYNQTSPRSAATGLPISMKIFMYLLTVFLITQMIGSALFAVYLHRRL
eeeeeeeeeeeeeeeeeeeebebbbbbbbbbbbbbbbeebbbbbbbbeeb
DKIEDERNLHEDFVFMKTIQRCNTGERSLSLLNCEEIKSQFEGFVKDIML
eeeeeeeeeeeeeeeeeebeebeeeeeebbebebeebeeebeeebeeebe
NKEETKKENSFEMQKGDQNPQIAAHVISEASSKTTSVLQWAEKGYYTMSN
eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeebbbeeeeeeeeebebeeeeeebbee
NLVTLENGKQLTVKRQGLYYIYAQVTFCSNREASSQAPFIASLCLKSPGR
ebbebeeeeebebeeebbbbbbbebbbeeeeeeeeebbbbbbbbeebeee
FERILLRAANTHSSAKPCGQQSIHLGGVFELQPGASVFVNVTDPSQVSHG
eeebbbebbeeeeeeeeeeeeebebbbebebeeeeebbbebeeeebbeee
TGFTSFGLLKL
eeebbbbbbee
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5.1.2. Tyypin II konservoituneisuus

Kun  sekvenssi  muuttuu  aminohapon  muututtua  toiseksi  aminohapon  alkuperäisten
fysikokemiallisten  ominaisuuksien  säilyessä  samankaltaisina,  puhutaan  tyypin  II
konservoituneisuudesta (Shen & Vihinen,  2004). Tyypin  II konservoituneisuutta tutkittiin
käyttämällä  entropialaskennassa  yksinkertaistettua  aminohappoaakkostoa,  jossa
aminohapot  on  jaettu  kuuteen  ryhmään  niiden  fysikokemiallisten  ominaisuuksien
perusteella (kuva 12).

Kuva 12. Aminohapposekvenssin  informaatio  fysikokemiallisiin  ominaisuuksiin  pohjaten
ProCon­ohjelmalla laskettuna Korkean informaation aminohapot, joissa on todettu mutaatioita,
eli Y170, Q174 ja V237 sijaitsevat kohdissa 89, 93 ja 193. Värit samat kuin kuvassa 9.

Tyypin  II  konservoituneita aminohappoja,  joista on löydetty mutaatioita, ovat Q174
(kuva  12),  jonka  kohdalla  polaarisuus  on  konservoitunut  ominaisuus  (kuva  14),  sekä
Y170 ja V237 (kuva 12), joissa säilynyt ominaisuus on hydrofobisuus (kuvat 13 ja 15).

Kuva 13. Aminohappojen esiintyminen positiossa 89 (170Y CD40L:ssa) ja fysikokemiallisten
ominaisuuksien säilyminen. Laskettu ProCon­ohjelmalla.
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Kuva 14. Aminohappojen  esiintyminen  positiossa  93  (174Q  CD40L:ssa)  ja
fysikokemiallisten ominaisuuksien säilyminen.

Kuva 15. Aminohappojen  esiintyminen  positiossa  193  (237V  CD40L:ssa)  ja
fysikokemiallisten ominaisuuksien säilyminen.

Tyypin II konservoituneisuus näkyy myös sekvenssirinnastuksessa (kuva 16).
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Kuva 16. MultiDisp­visualisointi  sekvenssirinnastuksesta.  Värit  kuvaavat  samaan
fysikokemialliseen  ryhmään  kuuluvia  amnohappoja.  CD40  ligandin  aminohappotähteet  170,
174 ja 237 on merkitty kuvaan nuolilla. Aminohappo 170:n kohdalla näkyvissä on kahta väriä:
vaaleanpunainen  tyrosiinille  ja  vihreä  leusiinille.  Tyrosiini  voidaan  kuitenkin  mieltää
vihreäänkin  ryhmään  kuuluvaksi,  sillä  se  on  osittain  hydrofobinen,  usein  proteiinirakenteen
sisäosiin sijoittuva aminohappo (Betts & Russell, 2003).

5.1.3. Tyypin III konservoituneisuus

Kovariaatio  eli  tyypin  III  konservoituneisuus  tarkoittaa,  että  molemmat  osapuolet
toiminnallisissa  tai  sidoksen  jakavissa  aminohappopareissa  muuttuvat  siten, että  funktio
tai vuorovaikutus säilyy.

Monissa  proteiiniperheissä  on    kovarioivia  aminohappoja (Clarke,  1995;  Afonnikov,
1997),    jotka  saattavat  muodostaa  rakenteen  stabiilisuutta  ylläpitäviä  kontakteja,
muodostaa  sitoutumiskohtia  tai  olla  muuten  tärkeitä  rakenteen  tai  toiminnan  kannalta
(Shen  &  Vihinen,  2004).  Toinen  mutaatio  voi  kompensoida  muun  muassa  mutaation
aiheuttamaa  laskostuneen  proteiinin  epästabiiliutta (Dima  & Thirumalai,  2004).
Sekvenssirinnastuksen  aminohapoille  laskettu  mutuaali­informaatio,  joka  määritellään
yhden  satunnaisen  muuttujan  sisältämän  informaation  määräksi  suhteessa  toisen
satunnaisen muuttujan informaation määrään, kuvaa kovarianssia (Shen & Vihinen, 2004).

TNF­perheen merkittävät  kovarioivat  parit  on  selvitetty  ProCon­ohjelmalla (Shen  &
Vihinen, 2004), ja tulokset on esitetty kuvassa 17.
Tyypin  III  konservoituneisuus  on  TNF­perheessä  yleistä,  mutta  sekvenssirinnastuksen
perusteella  kovarioivat  aminohapot  eivät  ole  samoja  CD40L:ssa  (Esimerkki: Kuva 18).
Tämä  koskee  lähes  kaikkia  kuvassa  17  esitettyjä  kovarioivia  aminohappoja  –  vain
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positioissa  222,  239  ja  240  kovarioiva  aminohappo  on  sama  kuin  CD40L:ssa.  CD40
ligandin tyypin III konservoituneissa aminohapoissa ei tunneta mutaatioita.

Kuva 17. Merkittävät  kovarioivat  parit  TNF­perheessä.  (p 0,005).  Aminohapot,  joissa
esiintyy mutaatioita CD40L:ssa, on korostettu keltaisella. Kuvan aminohapot ja niiden positiot
ovat CD40L:n sekvenssin mukaisia. Kovarioivat parit on selvitetty ProCon­ohjelmalla (Shen &
Vihinen, 2004).

Kuva 18. Aminohappojen esiintyminen positioissa 170 ja 176.
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Positioiden  170  ja  176  välinen  kovarianssi  on  ilmeinen  TNF­perheessä,  mutta
CD40L:n  aminohapot  eivät  vastaa  muissa  sekvensseissä  kovarioivia  aminohappoja
(Kuva  18).  CD40L:ssa  positiossa  170  aminohappo  on  tyrosiini  (Y)  ja  positiossa  176
treoniini  (T),  kun  vastaavissa  (sekvenssirinnastuksen)  positioissa  TNF­perheessä  ovat
yleisemmin  leusiini  ja  leusiini.  TNF­perheessä  tyypin  III  konservoituneet  aminohapot
muodostavat  hydrofobisen  parin,  kun  taas CD40L:n vastaavat aminohapot Y  ja T ovat
molemmat polaarisia, eivätkä kovarioi.

5.1.4. Mutaatioiden vaikutus proteiinin sekundaarirakenteeseen
sekvenssilähtöisten ennustusten perusteella

Ennustettaessa  proteiinin  sekundaarirakennetta  Psipred­ohjelmalla  kaikki  mutaatiot
muuttivat  sekundaarirakennetta  koko  sekvenssin  alueella  verrattuna  villityypin
sekundaarirakenne­ennustukseen.  Yhdelläkään  mutaatioista  ei  kuitenkaan  ollut  selvää
paikallista vaikutusta  sekundaarirakenteeseen siten,  että se olisi merkittävästi muuttanut
sekundaarirakennetta  kyseisen  aminohapon  kohdalla.  Mutaatiot  jaettiin  kolmeen
ryhmään sekundaarirakenteen muuttumisen perusteella.

Sekvenssin  loppuosassa –  aminohaposta 143 aminohappoon 258 – olevat mutaatiot
vaikuttivat  kaikki  sekundaarirakenteeseen  hyvin  samankaltaisesti.  Tämän  ryhmän
mutaatiot  K143T,  G144E,  L155P,  T147N,  Y170C,  A173D,  Q174R,  T176I,  L195P,
A208D,  G226A,  G227V  L231S,  A235P,  V237E,  T254M,  G257D,  G257S  ja  L258S
aiheuttivat  villityyppiin  verrattuna  enemmän  proteiinin  PDB­rakennetta  muistuttavan
sekundaarirakenteen.  Ennustetuissa  mutaatiosekvenssien  sekundaarirakenteissa  on
enemmän β­rakennetta  sekvenssialueella  201­240  kuin  villityypin  ennusteessa,  samoin
ohjelma  ennustaa  samanlaisen β­säikeen  katkaiseman α­kierteen  sekvenssialueelle  18­
70.  Ohjelma  ennustaa  ryhmän  sekvensseille  myös  lyhyen α­kierteen  alueelle  244­246.
Myös  ennustetun  sekvenssin  alueella  84­93  sijaitsevan α­kierteen  paikka  ja  pituus  on
ryhmän sekvensseillä ennustettu samaksi.

Toiseen  ryhmään  kuuluvilla  mutaatiosekvensseillä  ei  ollut  niin  yhtäläistä  vaikutusta
ennustettuun  sekundaarirakenteeseen  kuin  ensimmäisellä  ryhmällä.  Ryhmään  2  luettiin
kuuluvaksi  TNF­domeenin  alkuosassa  sijaitsevat  mutaatiot  G116R,  A123E,  H125R,
V126A  ja  V126D,  sillä  ne  vaikuttivat  samoin  ennustetun,  proteiinin  ensimmäisen α­
kierteen  rakenteeseen.  Näillä  mutaatiosekvensseillä  ennustettuna  sekvenssialueella  18­
70  sijaitseva α­kierre  muistuttaa  villityypin  vastaavaa  lukuunottamatta
mutaatiosekvenssien  kierteen  katkoa  kohdassa  61­62.  Ryhmän  sekvenssit  ennustivat
TNF­domeenin  sekundaarirakenteen β­levyjen  osalta  myös  keskenään  samankaltaisesti
ja  villityypin  ennustusta  muistuttaen.  Kolmannen  ryhmän  mutaatiot  –  W140R,  W140G
ja  W140C  ­  vaikuttavat  sekundaarirakenteeseen  kukin  omalla  tavallaan  ilman  että  niitä
olisi  voinut  osoittaa  kumpaankaan  edelliseen  ryhmään  kuuluvaksi.  Jpred­ohjelmaa
käytettäessä tulokset olivat samanlaisia.

Koska  lähes  kaikki  mutaatiosekvensseillä  tehdyt  sekundaarirakenne­ennustukset
lähestyivät  villityypin  ennustukseen  (joka  poikkeaa  todellisesta,  tunnetusta  rakenteesta
merkittävästi)  verrattuna  tiedossa  olevaa  proteiinin  rakennetta,  mutaatioita  ja  niiden
vaikutuksia  proteiinin  sekundaarirakenteisiin  ei  voitu  PsiPred  ja  Jpred  ­
ennustusohjelmilla analysoida tämän tutkimuksen tarkoituksen mukaisesti.
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5.1.5. Proteiinirakenteen epäjärjestyneisyyttä lisäävät mutaatiot

Yksikään  CD40L:n  mutaatioista  ei  aiheuttanut  epäjärjestystä  kaikilla  ohjelmilla
(DISEMBL, PONDR, DISOPRED, GlobPlot) ennustettuna (Taulukko 2).

    Mutaatio DISEMBL    DISOPRED Globplot PONDR

G116R  +      ­      +   +
A123E   ­      ­      ­   +
H125R   ­      ­      ­   +
V126A   ­      ­      ­   +
V126D  +      ­      ­   +
W140G  +      ­      ­   +
W140R   ­      ­       ­   +
L155P  +      ­      +    ­
T176I   ­      +      ­    ­
L195P  +      ­      ­    ­
A208D  +      +      ­    ­
L231S   ­      ­      +    ­
A235P  +      ­      +    ­
V237E  +      ­      ­   +
L258S  +      ­      +     ­

Taulukko 2. Rakenteseen  epäjärjestystä  aiheuttavat  mutaatiot.  +  :  lisää  epäjärjestystä;
­ : ei lisää epäjärjestystä ko. ohjelmalla ennustettuna. Taulukossa on kuvattu vain ne mutaatiot,
joiden ennustetaan aiheuttavan epäjärjestystä ainakin yhdellä ohjelmalla

G116R:n  voidaan  olettaa  olevan  ainoa  mutaatio,  joka  todennäköisesti  aiheuttaa
rakenteeseen  epäjärjestystä.  Kolme  ohjelmaa  neljästä  ennustavat  mutaation  lisäävän
proteiinin  epäjärjestystä.  Myös  V126D,  W140G,  L155P,  A208D,  A235P,  V237E  ja
L258S  saattavat  lisätä  proteiinin  epäjärjestystä,  sillä  puolet  ohjelmista  ennustaa  niille
epäjärjestystä  lisäävän  vaikutuksen.  Epäjärjestyneisyys  ei  ole  todennäköistä  vain  yhden
ohjelman ennustamana.

5.1.6. Proteiinin β­aggregoitumistaipumukseen vaikuttavat mutaatiot

Proteiinin  todennäköisyyttä  muodostaa  aggregaatteja  ennustettiin  TANGO­ohjelmalla.
Mutaatiosekvenssit,  jotka  tuottivat  poikkeavan  tuloksen  villityypin  sekvenssiin
verrattuna,  olivat  Y170C,  A173D,  Q174R  ja  V237E,  jotka  vähensivät
aggregoitumistaipumusta,  sekä  T176I,  joka  lisäsi  aggregoitumistaipumusta  villityypin
polypeptidiin verrattuna (kuva 19).
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Kuva 19. Mutaatio  T176I  lisää  CD40L:n β­aggregaatiotaipumusta  ko.  aminohapon
ympäristössä  ja  vähentää  aggregaatiota  sekvenssialueella  40­50.  A)  mutaatiosekvenssin
kuvaaja, B) villityypin sekvenssin kuvaaja. Aggregaatiotaipumus laskettiin TANGO­ohjelmalla.
X­akselilla sekvenssi, y­akselilla aggregaatiotaipumusta kuvaava lukuarvo.

Kuvassa  esitetään  vain  aggregaatiotaipumusta  lisäävä  mutaatio,  sillä  vain  sillä  voi
olla  merkitystä  CD40L:n  toiminnan  kannalta.  Aggregaatiotaipumusta  vähentävien
mutaatioiden  ei  uskota  huonontavan  CD40L:n  toiminnallisuutta.  Chitin  ym.  teorian
mukaan  luonnossa  esiintyvien  proteiinien  sekvenssit  eivät  ole  optimoituneet
evoluutiossa  täysin  vastustamaan  aggregoitumista,  vaan  ainoastaan  riittävästi
pysyäkseen  liukoisina  toiminnan  kannalta  tarvittavan  ajan.  Niinpä  proteiinit  voivat
kehittyä  nk.  parempaan  suuntaan  aggregoitumisen  kannalta  mutaatioiden  myötä (Chiti
ym.,  2003).  Tosin  mutaatiot  useimmiten  vaikuttavat  proteiinin  toiminnallisuuteen  muilla
tavoin, minkä vuoksi tällaiset mutaatiot monesti karsiutuvat luonnonvalinnassa.
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5.2. Rakenneanalyysi

5.2.1. Rotameerianalyysi ja rakenteelliset mutaatiot

Suurin  osa  mutatoituneista  aminohapoista  sopii  rakenteeseen  aiheuttamatta  suuria
konformationaalisia  rasitteita  pääketjulle  sekä  laskennallisesti  (Probe­ohjelman
pistemäärä  parhaalle  konformaatiolle)  että  visuaalisesti  tarkasteltuna.  27  tarkastellun
mutaation  parhaista  konformaatioista  18  ylsi  konformaation  hyväksyttävyysrajan
yläpuolelle,  kun  raja­arvoksi  määritellään  –1  (Taulukko  3). Visuaalisessa  tarkastelussa
hyvin vähän tai ei lainkaan konformaatiota rasittavia muuttuneita aminohappoja oli 15.
Rakenteeseen  konformationaalista  rasitusta  aiheuttavat  taulukko  3:ssa  korostettujen
mutatoituneiden aminohappojen lisäksi mutaatiot A173D, W140C, A208D ja W140R
(Kuvat 20­23). Mutaatioiden T176I, G226A, G227V, A235P, T254M, G257D ja G257S
asettuminen rakenteeseen on kuvattu liitteessä 2.

Lysiini  155:n  mutaatio  proliiniksi  ei  aiheuta  törmäyksiä  muiden  aminohappojen
sivuketjujen  kanssa,  vaan  päällekkäisyyttä  on  ainoastaan  glutamaatti  156:n  pääketjun
kanssa.  Sama  pätee  myös  L195:  n  mutaatiota  proliiniksi,  jolloin  sivuketju  aiheuttaa
törmäyksen  L196:n  pääketjun  aminoryhmän  kanssa.  Proliinimutaatiot  aiheuttavat
kuitenkin  aina  pääketjun  uudelleenjärjestymistä  rengasrakenteisen  sivuketjunsa  vuoksi,
joten  todellista  päällekkäisyyttä  rakenteessa  ei  voida  ennustaa  luotettavasti  ainoastaan
sivuketjua rotatoimalla.
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Taulukko 3. Mutatoituneiden aminohappojen sopivuus rakenteeseen. Rakenteeseen
hyväksyttävyyttä kuvaavan raja­arvon (­1) alittaneet mutaatiot on korostettu. Pisteet on laskettu
Probe­ohjelmalla, ja taulukossa on esitetty kunkin aminohapon parhaan rotameerin
pistemäärä. Törmäykset analysoitiin visuaalisesti Mage­ohjelmalla. *Aminohapon 116 ollessa
määritetyn rakenteen ensimmäinen, luotettavia tuloksia ei ole mahdollista saada.

mutaatio pisteet törmäys
G116R 5,308    ­ *
A123E 6,89    E
H125R 7,939    E
V126A 0,518    E
V126D 6,794    E
W140C 0,639    K
W140R 6,678    K
K143T 3,138    E
G144E 1,96    E
T147N 5,459    E
L155P ­5,157    E
Y170C 1,079    E
A173D 5,745    K
Q174R 8,194    E
T176I ­18,604    K
L195P ­9,088    E
A208D 2,502    K
H224Y 6,157    E
G226A ­8,913    K
G227V ­17,846    K
L231S 4,875    E
A235P ­28,282    K
V237E 6,391    E
T254M ­8,66    K
G257D ­47,39    K
G257S ­47,39    K

L258S 4,447    E
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Kuva 20. A173D aiheuttaa pahoja törmäyksiä rakenteessa lähellä sijaisevien
aminohappojen V239 ja F256 kanssa. (Purppuranpunaiset viivat: paha törmäys; päällekkäisyys
≥ 0,4Å, keltaiset viivat: lievä törmäys; päällekkäisyys 0,2­0,4Å.)
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Kuva 21. W140C aiheuttaa pahan törmäyksen V126:n kanssa. (Purppuranpunaiset viivat:
paha törmäys; päällekkäisyys ≥ 0,4Å, keltaiset viivat: lievä törmäys; päällekkäisyys 0,2­0,4Å.)
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Kuva 22. A208D aiheuttaa lieviä törmäyksiä naapuriaminohappojen I223 ja L225 kanssa.
(Keltaiset ja punaiset viivat: lievä törmäys; päällekkäisyys 0,2­0,4Å.)
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Kuva 23. W140R aiheuttaa pahoja törmäyksiä aminohappojen V126 ja L138 kanssa.
(Purppuranpunaiset viivat: paha törmäys; päällekkäisyys ≥ 0,4Å, keltaiset viivat: lievä törmäys;
päällekkäisyys 0,2­0,4Å.)

Rakenteeseen  ”sopimattomat”,  päällekkäisyyttä  ja  törmäyksiä  aiheuttavat,  proteiinin
natiivikonformaatiota  rasittavat  mutaatiot  aiheuttavat  todellisuudessa  rakenteen
uudelleenjärjestymistä,  jota  ei  voida  luotettavasti  ennustaa.  Uudelleenjärjestyminen  voi
muuttaa  proteiinin  rakennetta  ja  ominaisuuksia  merkittävästi.  Siispä  nämä  mutaatiot
voidaan luokitella rakenteellisiksi

5.2.2. Aminohappojen välisiin tärkeisiin kontakteihin vaikuttavat mutaatiot

Rakenteen  sisäosissa  sijaitsevat  aminohapot  (liuospinta­ala ≈  0),  jotka  muodostavat
keskenään  useita  hydrofobisia  vuorovaikutuksia,  ovat  proteiinin  laskostumisen  ja
rakenteellisen  stabiilisuuden  kannalta  tärkeitä.  Tällaisten  aminohappojen  mutaatiot
voivat  muuttaa  aminohappojen  välisiä,  rakenteen  kannalta  olennaisia  kontakteja.
Proteiinin  hydrofobisen  ytimen  aminohappojen  muuttumisen  varauksellisiksi  tiedetään
destabiloivan  proteiinirakennetta (Chasman  &  Adams,  2001).  CD40  ligandin  tiedossa
olevista  mutaatioista  seitsemän  vähentää  proteiinin  sisäosien  aminohappojen
hydrofobisia vuorovaikutuksia merkittävästi (Taulukko 4).
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 AH  HB lkm.  Kontakti­E  SAS  Mutaatio ∆ HB lkm.

     V126 6 ­23,01 0,0        V126D          ­3
     A173 6 ­18,55 0,0        A173D          ­2
     W140 8 ­10,16 0,0        W140G         ­8

      W140C         ­5
      W140R         ­3

     L231 9 ­16,93 0,4        L231S          ­9
     L258 8 ­26,64 1,4        L258S          ­8

Taulukko 4. Hydrofobisten vuorovaikutusten muuttuminen proteiinin  sisäosissa sijaitsevien
aminohappojen  mutaatioiden  myötä.  Liuospinta­alat  ja  vetysidokset  ja  niiden  muutokset  on
laskettu  CSU­ohjelmalla  (Sobolev  ym.,  1999),  kontaktienergiat  RankViaContact­ohjelmalla
(Shen  &  Vihinen,  2003).    AH  –  aminohappo;  HB  –  hydrofobinen  kontakti;  Kontakti­E  –
kontaktienergia  (RT),  SAS  –  liuospinta­ala; ∆  HB  lkm  –  muutos  hydrofobisten  kontaktien
lukumäärässä.

Aminohappojen,  joilla  on  alhainen  kontaktienergia,  ovat  yleensä  proteiinin
rakenteen  stabiilisuuden  kannalta  merkittäviä (Shen  &  Vihinen,  2004).  Sellaisten
mutaatioden,  jotka  osuvat  alhaisen  kontaktienergian  aminohappoihin,  voidaan  siis
ajatella  vaikuttavan  proteiinin  stabiilisuuteen.  CD40L:n  30  tunnetusta  mutaatiosta  neljä
osuu  proteiinin  10%  alhaisimman  kontaktienergian  aminohappoihin  RankViaContact  –
ohjelmalla laskettuna (Shen & Vihinen, 2003) (Taulukko 5).
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Taulukko 5. 10%  alhaisimman  kontaktienergian  aminohapot  CD49L:ssa.  Aminohapot,
joissa  on  todettu  mutaatioita,  on  korostettu  punaisella  värillä.Laskettu  RankViaContact­
ohjelmalla (Shen & Vihinen, 2003).

V237,  joka  kuuluu  CD40L:n  alhaisimman  kontaktienergian  aminohappoihin
(taulukko  5),  muodostaa  odotetusti  useita  rakenteen  kannalta  merkittäviä  hydrofobisia
vuorovaikutuksia.  237:n  kanssa  hydrofobisessa  vuorovaikutuksessa  olevien
aminohappojen  lukumäärä  ei  muutu  mutaation  V237E  myötä,  mutta  aminohapon
kontaktienergian  summa  nousee  villityypin  proteiinin  –23,850:sta  –5,550:een,  mikä
tarkoittaa  kontaktien  merkittävää  heikkenemistä.  V237  sijaitsee  proteiinin
hydrofobisessa  ytimessä  (liuospinta­ala  0),  joten  myös  glutamaatin  negatiivinen  varaus
saattaa heikentää ytimen stabiilisuutta.

G257,  myös  alhaisen  kontaktienergian  aminohappo  (taulukko  5),  on  oletettavasti
rakenteellisesti  tärkeä  aminohappo.  Sen  muodostamat  vetysidokset  Y172:n  ja  L258:n
kanssa  eivät  mutaatioiden  (G257D,  G257S)  myötä  muutu,  joten  mutaatioiden
aiheuttama  rakenteellinen  rasitus  todennäköisesti  perustuu  mutaatiosivuketjujen
aiheuttamiin  törmäyksiin  muiden  sivuketjujen  kanssa  (taulukko  3)  ja  pääketjun
liikkuvuuden  rajoittumiseen  (kuten  glysiinin  mutaatioissa  yleensä).  Aspartaatin

No. AMINOHAPPO Kontaktienergia (RT )   ah lkm  SAS SAS

193 L ­31.190 9 0.000

161 L ­30.390 9 0.000

258 L ­26.640 8 0.010

191 A ­26.290 9 0.000

237 V ­23.850 8 0.000

225 L ­23.670 7 0.040

126 V ­23.010 9 0.000

175 V ­22.250 9 0.000

223 I ­22.090 7 0.030

153 V ­22.010 10 0.010

256 F ­21.940 7 0.000

257 G ­21.540 8 0.000

171 I ­20.240 6 0.000

206 L ­20.110 6 0.240

239 V ­19.950 7 0.000
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negatiivinen  varaus  voi  myös  aiheuttaa  hydrofobisen  ytimen  stabiilisuuden
vähenemistä.

L258  ja  V126  muodostavat  tärkeitä  hydrofobisia  kontakteja  (taulukko  4),  joiden
katoaminen  mutaatioiden  myötä  huonontaa  proteiinin  stabiilisuutta.  V126:n
mutatoituessa aspartaatiksi ytimeen ilmaantuu negatiivista varausta.

5.2.3. Elektrostaattista pintapotentiaalia muuttavat mutaatiot

Proteiinin  elektrostaattista  pintapotentiaalia  muuttavat  selvästi  seuraavat  mutaatiot:
G116R,  A123E,  H125R,  V126D,  K143T, G144E, A173D, Q174R, A208D, V237E  ja
G257D.  Useimmat  muuttavat  pintaa  negatiivisemmaksi  verrattuna  villityypin  proteiiniin
(kuvat 24­26). Positiivisemmaksi pintaa muuttavat arginiinimutaatiot H125R, Q174R ja
G116R  (kuva  27),  sekä  vähemmässä  määrin  G226A.  Mutaatio  W140R  ei  muuta
pintapotentiaalia  merkittävästi  positiivisemmaksi  kuten  muut  arginiinin  alkuperäisen
aminohapon  tilalle  tuovat  mutaatiot,  sillä  R140:n  sivuketju  sijoittuu  rakenteen  sisäosiin
(kuva  28).  Positiivinen  varaus  vähentää  kuitenkin  proteiinin  hydrofobisen  ytimen
stabiilisuutta.

Proteiinin  elektrostaattisen  pintapotentiaalin  muuttuminen  vaikuttaa  proteiinin
ominaisuuksiin  monin  tavoin.  Proteiinin  elektrostaattisilla  ominaisuuksilla  on  vaikutusta
proteiinin  laskostumiseen  ja  stabiilisuuteen,  ja  pintapotentiaalilla  on  olennainen  rooli
CD40L:n  proteiini­proteiini­interaktioissa (Singh  ym.,  1998).  Elektrostaattiseen
pintapotentiaaliin  vaikuttavat  mutaatiot  voidaan  siis  luokitella  vaihtoehtoisesti  joko
rakenteellisiksi  tai  toiminnallisiksi  mutaatioiksi  tai  molempiin  ryhmiin  kuuluviksi,  kuten
tässä tutkimuksessa on tehty.
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Kuva 24. CD40  ligandin  elektrostaattisen  pintapotentiaalin  muuttuminen  mutaatioiden
myötä. Kuvassa esitetty mutaatioiden A123E, A173D ja A208D vaikutus verrattuna villityypin
proteiiniin. Villityypin proteiini on kuvattu oikealla  samassa orientaatiossa kuin mutatoitunut
proteiini.  Sininen:  positiivinen  potentiaali.  Punainen:  negatiivinen  potentiaali.  Valkoinen:
neutraali  potentiaali.  Keltaiset  nuolet  osoittavat  mutaatioaminohapon  sijainnin  suhteessa
proteiinin pintaan. Pintapotentiaalit on laskettu PyMol­ohjelmalla (DeLano, 2002).
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Kuva 25. CD40 ligandin elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen mutaatioiden
myötä. Kuvassa esitetty mutaatioiden G144E, G257D ja K143T vaikutus verrattuna villityypin
proteiiniin. Villityypin proteiini on kuvattu oikealla samassa orientaatiossa kuin mutatoitunut
proteiini. Värit ovat samat kuin kuvassa 24.
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Kuva 26. CD40  ligandin  elektrostaattisen  pintapotentiaalin  muuttuminen  mutaatioiden
myötä.  Kuvassa  esitetty  mutaatioiden  V126D  ja  V237E  vaikutus  verrattuna  villityypin
proteiiniin. V237E on esitetty kahdesta kulmasta, sillä mutaatio vaikuttaa pintoihin eri puolilla
proteiinia.  Villityypin  proteiini  on  kuvattu  vasemmalla  samassa  orientaatiossa  kuin
mutatoitunut proteiini.
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Kuva 27. CD40L:n  elektrostaattisen  pintapotentiaalin  muuttuminen  positiivisemmaksi
mutaatioiden  myötä.  Kuvassa  esitetty  mutaatioiden  G116R,  H125R  ja  Q174R  vaikutus
verrattuna villityypin (vasemmalla) proteiiniin. Värit samat kuin kuvassa 24. Pintapotentiaalit
on laskettu PyMol­ohjelmalla (DeLano, 2002).
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Kuva 28. R140  sijoittuu  proteiinin  sisäosiin, β  ­levyjen  väliin.  Siksi  se  ei  vaikuta
merkittävästi CD40L:n elektrostaattiseen pintapotentiaaliin.

5.2.4. Proteiini­proteiini ­interaktioihin vaikuttavat mutaatiot

CD40  ligandin  toiminta  perustuu  kahdenlaisiin  proteiini­proteiini­interaktioihin.
Vuorovaikutus  reseptorin  kanssa  on  olennainen  signaalinsiirron  kannalta,  ja
homotrimeerien  muodostuminen  mahdollistaa  ligandi­reseptori­vuorovaikutuksen
tapahtumisen (Karpusas ym., 1995).

CD40L­CD40­interaktio  perustuu  pitkälti  elektrostaattisiin  interaktioihin,  joissa
CD40L:n emäksiset  aminohapposivuketjut ovat vuorovaikutuksessa CD40:n happamien
sivuketjujen  kanssa.  Reseptorin  aminohappojen  kanssa  suolasiltoja  muodostavat
CD40L:n K143, R203 ja R207 (Singh, ym., 1998), joista mutaatioita on havaittu yhdessä
(K143T).

K143T  ­mutaation  myötä  emäksinen  aminohappo  muuttuu  polaariseksi,  jolloin
suolasillan  muodostuminen  reseptorin  E66:n  kanssa  estyy.  Lysiini  143:n
mutatoituminen  treoniiniksi  aiheuttaa  myös  proteiinin  elektrostaattisen  pinnan
muuttumisen  negatiivisemmaksi  laajalta  alueelta,  mikä  myötävaikuttaa  ligandi­
reseptorikontaktin heikkenemiseen.

Ligandi­reseptori­interaktiossa  happo­emäspareja  muodostavien  aminohappojen
kontaktien  lisäksi  suoria  kontakteja  (raskaiden  atomien  etäisyys <5Å)  muodostavat
myös CD40L:n aminohapot I127, S128, E129, E142, G144, Y145, Y146, C178, S185,
Q186,  A187,  R200,  F201,  C218,  Q220,  S248,  H249,  G250,  T251  ja  G252,  joista
missense­mutaatioita  on  havaittu  vain  yhdessä.  Glysiini  144:n  mutatoituessa
glutamaatiksi  (G144E)  sivuketju  muuttuu  pelkästä  vedystä  pitkäksi  ja  negatiivisesti
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varautuneeksi,  mikä  epäilemättä  häiritsee  spesifisen  reseptori­ligandikontaktin
muodostumista.  Toisaalta  glysiinin  muuttuminen  pitkäketjuiseksi  aminohapoksi  saattaa
vähentää  konformationaalista  vapautta  estäen  siten  jyrkän  käännöksen  muodostumisen
silmukkaan,  jossa  aminohappo  sijaitsee  (kuva  29),  ja  siten  muuttamalla  spesifisessä
reseptorikontaktissa  olennaisten  naapuriensa  (K143  ja  Y145)  asentoa.  Myös  CD40L:n
rakenteen  röntgensädekristallografisesti  selvittäneet  Karpusas  ym.  epäilivät  G144:n
substituution  rajoittavan  käännöksen  muodostumista (Karpusas  ym.,  1995).  Lisäksi
mutaatio muuttaa proteiinin elektrostaattista pintapotentiaalia negatiivisemmaksi  laajalta
alueelta (Kuva 25), millä on lisävaikutuksensa.

Kuva 29. Aminohappo  144:n  sijainti  rakenteessa.  Vihreä  rakenne:  CD40L,  jossa
mutatoitunut  aminohappo  144  (E144).  Sininen  rakenne:  villityypin  CD40L.  Molempiin
rakenteisiin on korostettu aminohappo punaisella.

Homotrimeerien  muodostumisessa  olennaiset  aminohapot  ovat  tyrosiini  170  ja
histidiini  224 (Karpusas,  ym.,  1995),  joissa  molemmissa  on  todettu  olevan  XHIGM­
syndrooman  aiheuttavia  mutaatioita  (Y170C,  H224Y).  Molemmissa  mutaatioissa
aminohappojen  polaarinen  luonne  säilyy,  mutta  spesifiset  kontaktit  trimeerien
muodostumiseksi todennäköisesti estyvät.
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Kompleksia  stabiloivat  aminohappokontaktit,  kuten  suolasillat  ja  vetysidokset,  ovat
myös  tärkeitä  CD40L:n  trimerisaatiossa (Karpusas  ym.,  1995;  Morris  ym.,  1999).
Stabiloivia  kontakteja  muodostavat  seuraavat  aminohapot:  Q121,  H125,  Y145,  T147,
Y172, Q174, L195, R203, L205, L206, R207, A208, A209, N210, T211, A215, G219,
Q220, Q221, S222, L225, G226, G227, V228, F229, E230, T251, G252, F253, L259 ja
L261 (Bader  ym.,  2003;  Karpusas  ym.,  2001). Näistä mutaatioita on  todettu  seitsemässä:
H125R, T147N, Q174R, L195P, A208D, G226A ja G227V.

5.2.5. Yhteenveto tuloksista

Kaikille  CD40L:n  substituutiomutaatioille  saatiin  tässä  tutkimuksessa  selitys.
Mutaatiokohtaiset  tulokset  on  esitetty  taulukossa  5.  M36R  ja  G38R  –mutaatioiden
vaikutuksia  ei  voitu  tässä  tutkia,  mutta  kirjallisuuden  perusteella  ne  aiheuttavat
CD40L:n eskpression alenemista (Garber ym., 1999).

Mutaatio Vaikutukset proteiinin rakenteeseen / toimintaan

M36R  Ekspression aleneminen
G38R Ekspression aleneminen
G116R  Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen. Rakenteen

epäjärjestyneisyyden lisääntyminen. Mahdollisesti sopimattomuus
rakenteeseen.

A123E  Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen.
H125R  Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen. Trimeerirakennetta

stabiloivan aminohapon muuttuminen.
V126A  Tärkeiden hydrofobisten kontaktien väheneminen.
V126D  Tärkeiden hydrofobisten kontaktien väheneminen. Elektrostaattisen

pintapotentiaalin muuttuminen. Saattaa lisätä proteiinirakenteen
epäjärjestyneisyyttä. Hydrofobisen ytimen stabiilisuuden väheneminen
negatiivisen varauksen myötä.

W140R  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Hydrofobisten kontaktien
väheneminen. Sopimattomuus rakenteeseen (törmäykset). Hydrofobisen
ytimen stabiilisuuden väheneminen positiivisen varauksen myötä.

W140G  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Saattaa lisätä proteiinirakenteen
epäjärjestyneisyyttä. Hydrofobisten kontaktien väheneminen.

W140C  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Hydrofobisten kontaktien
väheneminen. Sopimattomuus rakenteeseen (törmäykset).

K143T  Elektrostaatisen pintapotentiaalin muuttuminen. Reseptorin kanssa suorassa
kontaktissa olevan aminohapon muuttuminen.

G144E  Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen. Reseptorin kanssa
kontaktissa olevan aminohapon muuttuminen. Saattaa muuttaa silmukan
orientaatiota siten, että siinä olevien aminohappojen kontaktit reseptorin
kanssa estyvät.

T147N  Trimeerirakennetta stabiloivan aminohapon muuttuminen.
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L155P  Saattaa lisätä proteiinirakenteen epäjärjestyneisyyttä. Pääketjun orientaatio
todennäköisesti muuttuu.

Y170C  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Trimeerin muodostuksessa
olennaisen aminohapon muuttuminen.

A173D  Sopimattomuus rakenteeseen (törmäykset). Tärkeiden hydrofobisten
kontaktien väheneminen. Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen.
Hydrofobisen ytimen stabiiliuden väheneminen negatiivisen varauksen
myötä.

Q174R  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Elektrostaattisen
pintapotentiaalin muuttuminen. Trimeerirakennetta stabiloivan aminohapon
muuttuminen.

T176I Aggregoitumistaipumuksen lisääntyminen. Sopimattomuus rakenteeseen
(törmäykset).

L195P  Pääketjun orientaatio todennäköisesti muuttuu. Trimeerirakennetta
stabiloivan aminohapon muuttuminen.

A208D  Saattaa lisätä proteiinirakenteen epäjärjestyneisyyttä. Sopimattomuus
rakenteeseen (törmäykset). Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen.
Trimeerirakennetta stabiloivan aminohapon muuttuminen.

H224Y  Trimeerin muodostuksessa olennaisen aminohapon muuttuminen.
G226A  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Sopimattomuus rakenteeseen

(törmäykset). Trimeerirakennetta stabiloivan aminohapon muuttuminen.
G227V  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Sopimattomuus rakenteeseen

(törmäykset). Trimeerirakennetta stabiloivan aminohapon muuttuminen.
L231S  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Tärkeiden hydrofobisten

kontaktien väheneminen.
A235P  Saattaa lisätä proteiinirakenteen epäjärjestyneisyyttä. Sopimattomuus

rakenteeseen (törmäykset). Pääketjun oritentaatio todennäköisesti muuttuu.
V237E  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Saattaa lisätä proteiinirakenteen

epäjärjestyneisyyttä. Hydrofobisten kontaktien heikkeneminen.
Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen. Hydrofobisen ytimen
stabiilisuuden väheneminen negatiivisen varauksen myötä.

T254M  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Sopimattomuus rakenteeseen
(törmäykset).

G257S  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Sopimattomuus rakenteeseen.
Pääketjun liikkuvuuden rajoittuminen.

G257D  Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Sopimattomuus rakenteeseen.
Pääketjun liikkuvuuden rajoittuminen. Elektrostaattisen pintapotentiiaalin
muuttuminen.

L258S  Saattaa lisätä proteiinirakenteen epäjärjestyneisyyttä. Tärkeiden
hydrofobisten kontaktien väheneminen.

Taulukko 6. Yhteenveto  CD40L:n  substituutiomutaatioiden  vaikutuksista  proteiinin
ominaisuuksiin.
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5.2.6. SNP R181P:n vaikutus proteiinin ominaisuuksiin

Substituutiomutaatioiden  ohella  tutkittiin  myös  R181P­polymorfian  vaikutuksia
proteiinin  rakenteeseen  ja  toimintaan.  R181P  on  ainoa  CD40L:n  tunnettu  SNP,  joka
muuttaa  aminohapon  toiseksi  proteiinin  primaarirakenteessa.  Kyseinen  polymorfia  on
erityisen  kiinnostava,  sillä  se  muistuttaa  sairausfenotyypin  aiheuttavia  mutaatioita
L155P, L195P ja A235P. SNP:n ei todettu aiheuttavan merkittäviä muutoksia proteiinin
ominaisuuksiin.  Polymorfia  sijaitsee  silmukassa  A3­C2,  joka  ei  osallistu  CD40L:n
spesifisiin  toimintoihin.  Proliinisubstituutio  toki  muuttaa  pääketjun  orientaatiota,  mutta
koska  R181P  sijaitsee  pitkän  silmukan  keskiosassa,  sen  aiheuttamalle  konformaation
muutokselle  on  tilaa,  ja  se  kyetään  ottamaan  proteiinissa  vastaan  ilman  siitä  seuraavia
vaikutuksia  proteiinin  toimintaan.  Mutaatiot  L155P  ja  L195P  sijaitsevat β­säikeissä,
joten  ne  muuttavat  säikeiden  orientaatiota  ja  mahdollisesti  aiheuttavat
sekundaarirakenteen  stabiilisuuden  vähenemistä (Karpusas  ym.,  1995).  A235P  sijoittuu
silmukkaan,  kuten  R181P,  mutta  A235  edeltää  suoraan β­säiettä  C1,  ja  proliinin
substituutio kyseessä olevaan paikkaan voi muuttaa seuraavan β­säikeen asentoa.
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6. Pohdinta

Selkeä  enemmistö  sairauksia  aiheuttavista  mutaatioista  vaikuttaa  proteiinin
rakenteelliseen  stabiilisuuteen  toiminnallisten  aminohappojen  muuttumisen  sijaan
(Wang  &  Moult, 2001).  Yksitoista  CD40  ligandin  30:sta  karakteroidusta  missense­
mutaatiosta  voidaan  luokitella  toiminnallisiksi,  sillä  ne  osallistuvat  ligandi­reseptori­
interaktioihin.  Näistä  mutaatioista  seitsemän  on  kuitenkin  rakenteellisessa  roolissa
kompleksin  stabiloinnissa.  Selkeä  erottelu  rakenteellisten  ja  toiminnallisten
mutaatioiden  välillä  on  kuitenkin  mahdoton  johtuen  proteiinien  rakenteen  ja  toiminnan
kiinteästä yhteydestä.

TNF­perheessä,  johon  CD40L  kuuluu,  tyypin  I  ja  II    konservoituneisuus
sekvenssitasolla  on  melko  yleistä,  mutta  odotusten  vastaisesti  CD40  ligandin  tiedossa
olevista  missense­mutaatioista  vain  36%  sijaitsee  konservoituneilla  alueilla.
Kovarianssia  on  selkeästi  havaittavissa  perheen  proteiineissa,  tosin  CD40  ligandissa
kovarioivia aminohappoja ei juuri ole.

Homologisekvensseissä konservoituneet  aminohapot  ovat  yleensä  tärkeitä proteiinin
rakenteen  tai  toiminnan  kannalta,  minkä  johdosta  sairauksia  aiheuttavat  mutaatiot
sijoittuvat  usein  juuri  konservoituneisiin  aminohappoihin (Miller  &  Kumar,  2001).  TNF­
perheen  proteiinit  ovat  rakenteellisesti  konservoituneita  –  kaikki  laskostuvat
samantyyppisesti β­säikeistä  koostuvaksi  jelly  roll  –rakenteeksi  kreikkalainen  avain  ­
topologialla.  Proteiinin  spesifinen  toiminta  perustuu  kuitenkin  enimmäkseen β­säikeitä
yhdistävien  silmukoiden  aminohappoihin,  ja  silmukoiden  pituus  ja  ominaisuudet
vaihtelevatkin  merkittävästi  perheen  proteiinien  välillä (Karpusas  ym,  1995). CD40L:n
mutaatioista  enemmistö  kuitenkin  muuttaa β­säikeiden  aminohappoja  toisiksi,  mikä  on
ristiriidassa  konservoituneisiin  aminohappoihin  vaikuttavien  mutaatioiden  vähyyden
kanssa  –  mutaatiot β­säikeissä  vaikuttavat  useimmiten  konservoituneen  rakenteen
muodon  muutoksiin  ja  epästabiloitumiseen,  ja  sitä  kautta  proteiinin  toiminnan
heikkenemiseen tai estymiseen.

Mutaatioiden  vaikutuksia  CD40L:n  sekundaarirakenteisiin  pyrittiin  tutkimaan
erilaisilla  sekundaarirakennetta  ennustavilla  ohjelmilla.  Ohjelmat  ennustavat
sekundaarirakenteet  tyypillisesti oikein noin 70%:ssa tapauksista (Huang & Wang, 2002).
Tässä  tutkimuksessa  päädyimme  tulokseen,  että  yksittäiset  substituutiomutaatiot  eivät
vaikuta  sekvenssin  paikalliseen  luonteeseen  niin  merkittävästi,  että  nämä  ohjelmat
kytkenisivät  luotettavasti  ennustamaan  mutaatioiden  vaikutuksia.  CD40L:n  kohdalla
ennustusohjelmien  ongelmana  oli,  että  ennustettu  villityypin  sekvenssin  rakenne
poikkesi  merkittävästi  proteiinin  kokeellisesti  määritetystä  rakenteesta,  ja  lisäksi  kaikki
mutaatiosekvenssit  tuottivat  ennustetun  rakenteen,  joka  oli  villityypin  ennustettua
rakennetta ”parempi”, eli lähempänä todellista rakennetta.

Osa substituutiomutaatioista  saattaa aiheuttaa proteiinirakenteen epäjärjestyneisyyttä
tutkimuksemme  perusteella.  Selkeitä  johtopäätöksiä  on  jälleen  vaikea  tehdä,  sillä  eri
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ennustusohjelmien  antamat  tulokset  poikkesivat  toisistaan  johtuen  erilaisista  tavoista
laskea  ja  määritellä  epäjärjestyneisyyttä.  Yleisesti  oletetaan,  että  mutaation
todennäköisyys  lisätä  epäjärjestyneisyyttä  proteiinirakenteessa  kasvaa  sitä  myöten,  mitä
useampi  ohjelma  ennustaa  näin  tapahtuvan.  CD40  ligandin  mutaatioiden  vaikutuksia
arvioidessamme sovelsimme tätä menetelmää.

Rakenteeseen  perustuva  tutkimus  tuotti  lisävaloa  CD40L:n  mutaatioiden
aiheuttamiin  muutoksiin  proteiinin  rakenteessa  ja  toiminnassa.  Rakenneanalyysissä
voitiin  kuitenkin  ottaa  huomioon  vain  ne  mutaatiot,  jotka  sijaitsevat  proteiinin
kokeellisesti  määritetyssä  osassa,  jolloin  analyysin  ulkopuolelle  jäivät
transmembraaniosan  mutaatiot  M36R  ja  G38R,  sekä  ekstrasellulaarisessa  uniikissa
osassa sijaitseva mutaatio G116R.

Arginiinin  sekvenssiin  tuovien  mutaatioiden  voidaan  kuitenkin  olettaa  vaikuttavan
rakenteeseen  merkittävästi,  sillä  etenkin  glysiinien  muuttuessa  suuri  sivuketju  aiheuttaa
mahdollisia  pakkautumisongelmia.  Positiivisesti  varautunut  sivuketju  muuttaa
todennäköisesti  myös  aminohappojen  välisiä  kontakteja,  ja  etenkin  solukalvon
läpäisevässä α­kierteessä pitkä, varauksellinen sivuketju voi aiheuttaa ongelmia kierteen
stabiilisuuden  ja  membraaniin  insertoimisen  kannalta.  Bonifacinon  ym.  hypoteesin
mukaan  transmembraanikierteisiin  substituoidut  positiivisesti  varautuneet  aminohapot
toimivat  signaalina,  joka  ohjaa  proteiinin  hajotettavaksi  endoplasmisessa  retikulumissa
(Bonifacino  ym.,  1991).  Myöhemmin  on  kuitenkin  todettu,  että  CD40L  ilmenee
solukalvolla  huolimatta  transmembraaniosan  mutaatioista  M36R  ja  G38R,  tosin
villityypin  proteiiniin  verrattuna  vähäisessä  määrin  (ekspressiotaso  10%  villityypin
proteiinin  ekspressiosta) (Garber  ym.,  1999).  Luultavasti  transmembraaniosan
mutaatioiden  kohdalla  XHIGM­fenotyypin  syynä  on  CD40L:n  liian  alhainen  pitoisuus
T­solun  solukalvolla,  mikä  vähentää  CD40L­CD40­interaktioiden  määrää  tai  estää  ne
kokonaan.

Analysoiduista  missense­mutaatioista  33%:n  todettiin  aiheuttavan  rakenteellisia
muutoksia  proteiiniin  Probe­pistemäärän  perusteella  rotemeerianalyysissä  (Ks.  tulokset,
taulukko  2).  Alhaisen  pistemäärän  aminohapot  eivät  missään  konformaatiossa  mahdu
kohdalleen,  mikä  johtaa  väistämättä  rakenteen  uudelleenjärjestelyyn  jo  proteiinin
laskostuessa.  Visuaalisessa  tarkastelussa  pahoja  törmäyksiä  aiheuttavat  aminohapot
saavat  aikaan  myös  proteiinirakenteen  muuttumista  ainakin  paikallisesti.  Rakenteen
hienovaraisetkin  muutokset  saattavat vaikuttaa proteiini­proteiini­interaktioihin,  ja estää
niiden  spesifisen  tapahtumisen.  Aiheutuvia  muutoksia  on  kuitenkin  vaikea  ennustaa
tarkasti,  sillä  mutaatio  saattaa  häiritä  proteiinin  laskostumista  jo  alkuvaiheessa,  ja
toisaalta  pieniä,  paikallisiakaan  pääketjun  orientaation  muutoksia  ei  kyetä  luotettavalla
tavalla ennustamaan.

Proteiinin  laskostumisen  ja  stabiilisuuden  kannalta  hydrofobisen  ytimen
aminohappojen  väliset  kontaktit  ovat  hyvin  tärkeitä.  Kahdeksan  CD40L:n
substituutiomutaatiota  aiheuttaa  ytimessä  sijaitsevien,  useita  voimakkaita  kontakteja
muodostavien aminohappojen muutoksen myötä stabiilisuuden heikkenemistä.

Niin  mutantti­  kuin  villityypin  proteiineille  lasketut  elektrostaattiset pintapotentiaalit
on  tarkoitettu  käytettäväksi  vain  kvalitatiivisesti,  sillä  PyMol­ohjelman  koodi  ei  ota
huomioon  liuottimen  dielektristä  vakiota.  Näin  ollen  tulokset  ovat  suuntaa  antavia.
(DeLano,  2002) Elektrostaattinen  pintapotentiaali  on  erittäin  tärkeä  CD40L:n
ominaisuus,  sillä  ligandi­reseptori­interaktiot  perustuvat  pitkälti  molekyylien
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vastakaisiin  varauksiin (Singh  ym.,  1998).  Siksi  tuloksilla  kuitenkin  merkitystä,  etenkin
kun  muutokset  potentiaalissa  olivat useiden aminohapposubstituutioiden kohdalla hyvin
selkeitä.  Erityisesti  potentiaalia  positiivisemmaksi  aiheuttavien  mutaatioiden  voidaan
ajatella  vähentävän  CD40L:n  affiniteettiä  reseptorilleen,  sillä  CD40L:n  negatiivinen  ja
CD40:n positiivinen pinta vetävät toisiaan puoleensa (Singh ym., 1998).

 Rakenteeseen  perustuvissa  tutkimuksissa  on  myös  otettava  huomioon,  että  PDB­
rakenne,  jota käytetään mutaatioiden mallittamisen templaattina, on vain staattinen kuva
todellisen  rakenteen  konformaatiosta  tietyssä  ajassa  ja  paikassa.  Myös  kiteiden
tuottamisessa  käytetyt  olosuhteet  vaikuttavat  proteiinin  konformaatioon,  varaukseen
sekä  aminohappojen  välisiin  kontakteihin  ja  sidoksiin.  Siksi  etenkin  yksityiskohtia
mallitettaessa  ja  tutkiessa  on  syytä  suhtautua  proteiinirakenteeseen  ja  sen  muutoksiin
tietyllä varauksella.
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7. Johtopäätökset

Perinnöllisen  sairauden  rakenteellinen  perusta  voitaisiin  luotettavimmin  selvittää
tuottamalla  kaikille  mutanttiproteiineille  kiderakenteet,  jotta  saataisiin  tarkalleen
selville,  miten  rakenne  tarkalleen  ottaen  muuttuu  mutaation  myötä.  Työläytensä vuoksi
tehtävä  on  kuitenkin  saavuttamattomissa,  ja  transmembraaniproteiinien  kohdalla  usein
mahdoton.  Lisäksi  olisi  tarpeellista  selvittää  ekspressiokokein,  muuttuuko
mutanttiproteiinin  ilmentäminen  solussa,  ja  tutkia  biokemiallisin  menetelmin,
onnistuuko  kompleksinmuodostus  mutanttiproteiinien  välillä.  Niin  mittavia
tutkimusprojekteja  harvoin  toteutetaan  yksittäisille  proteiineille,  että  kaikki  proteiinissa
esiintyvät  mutaatiot  analysoitaisiin  kokeellisesti  kaikista  näkökulmista.  Siksi
mutaatioiden vaikutusten analysointi in silico  ­menetelmin on suotavaa ja hyödyllistä.

Tutkimuksen  päätavoitteena  oli  mutaatioanalyysin  keinoin  selvittää
substituutiomutaatioista  johtuvan  XHIGM:n  molekulaarinen  perusta,  ja  kaikki  tässä
tutkimuksessa  analysoidut  CD40  ligandin  sairausfenotyypin  aiheuttavat
substituutiomutaatiot  voitiin  sekvenssi­  ja  rakenneanalyysin  keinoin  selittää
molekyylitasolla.  Kiinnostavaa  jatkoa  tutkimukselle  olisi  selvittää  mutaatioproteiinien
ekspressiotasoja  esimerkiksi  immunokemiallisin  menetelmin  –  siten  saataisiin
lisätodisteita  mutaatioiden  ekspressiota  alentaville  vaikutuksille,  kuten
aggregoitumistaipumuksen ja epäjärjestyneisyyden lisääntymiselle.

Toisena  tavoitteena  tutkimuksessa  oli  päivittää  CD40Lbase  –mutaatiotietokantaa
uusilla  mutaatioilla.  Tätä  nykyä  tietokannassa  on  199  potilastapausta  ja  104  erilaista
mutaatiota.  Lisäksi  tietokantaan  lisättiin  34  SNP:a,  joista  neljä  sijaitsee  geenin
koodaavalla  alueella.  Yksi  polymorfia  aiheuttaa  aminohapon  muuttumisen  toiseksi
translaatiossa  (R181P)  muistuttaen  sikäli  substituutiomutaatiota.  Polymorfia  kuitenkin
eroaa  mutaatiosta  siten,  että  se  ei  aiheuta  sairausfenotyyppiä.  Tutkittaessa  ei­
synonyymisen  SNP:n  vaikutuksia  proteiinin  rakenteeseen  ja  toimintaan,  havaittiin
substituution  olevan  sikäli  neutraali,  että  se  ei  vaikuta  tutkimuksessa  huomioon
otettuihin proteiinin ominaisuuksiin merkittävällä tavoin.

Tutkimuksessa  saatiin  myös  tietoa  siitä,  kuinka  hyvin  käytetyt  ohjelmat  soveltuvat
mutaatioiden  analysointiin.  Monien  ennustusohjelmien  kohdalla  ongelmaksi  muodostui
niiden  erilaisuus  –  koska  ohjelmia  on  kehitetty  eri  tavoin  ja  erilaisin  perustein,  ne
antavat vaikeasti vertailtavia  tuloksia. Katsoimme kuitenkin parhaaksi  tämäntyyppisessä
tutkimuksessa luottaa sellaiseen tulokseen, jonka enemmistö ohjelmista ennustaa.

XHIGM:n  aiheuttavia  mutaatioita  on  paljon  ja  ne  ovat  moninaisia.  Jotta  taudin
molekulaarinen  perusta  saataisiin  kokonaisuudessaan  selvitettyä,  olisi  tulevaisuudessa
tarpeellista  tutkia  myös  intronien  ja  säätelyalueiden  mutaatioiden  vaikutuksia  CD40L:n
translaatioon ja toimintaan.
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LIITE 1: SEKVENSSIRINNASTUKSET

A)  Rinnastus koko sekvenssin pituudelta

TNF5_HUMAN ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MIETYNQTSPRSAATGLPISMKIF­­­­­­­MYLLTVFLITQMIGSALFAVYLHRRLDKIEDERNLHEDFVFMKTIQRCNTGERSLS­­LLNCEEIKSQFEGF­­­­­­­
TNF5_MACAC ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MIETYNQPSPRSAATGLPVRMKIF­­­­­­­MYLLTIFLITQMIGSALFAVYLHRRLDKIEDERNLHEDFVFMKTIQRCNTGERSLS­­LLNCEEIKSQFEGF­­­­­­­
TNF5_MACAC ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MIETYNQPSPRSAATGLPVRMKIF­­­­­­­MYLLTIFLITQMIGSALFAVYLHRRLDKIEDERNLHEDFVFMKTIQRCNTGERSLS­­LLDCEEIKSQFEGF­­­­­­­
TNF5_AOTUS ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MVETYHQPAPRSAATGLPVSMKIF­­­­­­­MYLLTVFLITQMIGSALFAVYLHRRLDKIEDERNLHEDFVFMKTIQRCNTGERSLS­­LLNCEEIKSQFEGF­­­­­­­
TNF5_CALLI ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MIETYNQPVPRSAATGPPVSMKIF­­­­­­­MYLLTVFLITQMIGSALFAVYLHRRLDKIEDERNLHEDFVFMKTIQRCNTGERSLS­­LLNCEEIKSQFEGF­­­­­­­
TNF5_COW/1 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MIETYSQPSPRSVATGPPVSMKIF­­­­­­­MYLLTVFLITQMIGSALFAVYLHRRLDKIEDERNLHEDFVFMKTIQRCNKGEGSLS­­LLNCEEIRSRFEDL­­­­­­­
TNF5_PIG/1 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MIETYSQPSPRSVAAGPPVSMKIF­­­­­­­MYLLTVFLITQMIGSALFAAYLHRRLDKIEDERNLHEDFVFIKTIQRCKQGEGSLS­­LLNCEEIRSQFEDL­­­­­­­
TNF5_CAT/1 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MIETYSQTAPRSVAPGPPVSMKIF­­­­­­­MYLLTVFLITQMIGSALFAVYLHRRLDKIEDERNLYEDFVFMKTLQKCNKGEGALS­­LLNCEEIKSRFEAF­­­­­­­
TNF5_DOG/1 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MIETYSQTAPRSVATGPPVSMKIF­­­­­­­MYLLTVFLITQMIGSALFAVYLHRRLDKIEDERNLYEDFVFMKTLQKCNKGEGSLS­­LLNCEEIKSQFEAF­­­­­­­
TNF5_MOUSE ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MIETYSQPSPRSVATGLPASMKIF­­­­­­­MYLLTVFLITQMIGSVLFAVYLHRRLDKVEEEVNLHEDFVFIKKLKRCNKGEGSLS­­LLNCEEMRRQFEDL­­­­­­­
TNF5_RAT/1 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MIETYSQPSPRSVATGLPASMKIF­­­­­­­MYLLTVFLITQMIGSVPFAVYLHRRLDKVEEEASLHEDFVFVKKLKRCNKGEGSLS­­LLNCEEMRRQFEDL­­­­­­­
TNF5_CHICK ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MNEAYSPAAPRPMGSTSPSTMKMF­­­­­­­MCFLSVFMVVQTIGTVLFCLYLHMKMDKMEEVLSLNEDYIFLRKVQKCQTGEDQKST­LLDCEKVLKGFQDLQ­­­­­­
TNFA_DOG/7 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IRDVELAEEPLPKKAGGPPGSRRC­­­­­­­FCLSLFSFLLVAGATTLFCLLHFGVIGPQREELP­NGLQLI­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_CAT/7 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IRDVELAEEALPKKAGGPQGSGRC­­­­­­­LCLSLFSFLLVAGATTLFCLLHFGVIGPQREELP­HGLQLI­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_HUMAN ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRC­­­­­­­LFLSLFSFLIVAGATTLFCLLHFGVIGPQREEFP­RDLSLI­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_CHIMP ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRC­­­­­­­LFLSLFSFLIVAGATTLFCLLHFGVIGPQREEFP­RDLSLI­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_PAPIO ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRC­­­­­­­LFLSLFSFLLVAGATTLFCLLHFGVIGPQREEFP­KDPSLI­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_MACFA ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IQDVELAEEALPRKTAGPQGSRRC­­­­­­­WFLSLFSFLLVAGAATLFCLLHFGVIGPQREEFP­KDPSLI­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_SQMON ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IQDVELAEEAFS­KTQGPQGSRRR­­­­­­­WFLSLFSFLLVAGATALFCLLHFGVIGPQREEQSSRDFSPI­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_HORSE ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IRDVELAEEELAKKAGGPQGSRRC­­­­­­­LCLSLFSFLLVAGATTLFCLLHFGVIGPQREEQLPNAFQSI­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_LAMA/ ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IRDVELAEEALPKKAGGPQGSRRC­­­­­­­LCLSLFSFLLVAGATTLFCLLHFGVIGPQKEELL­TGLQIM­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_CAMEL ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IRDVELAEEALPKKAGGPQGSRRC­­­­­­­LCLSLFSFLLVAGATTLFCLLHFGVIGPQKEELL­TGLQLM­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_SQUIR ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­VELAEEALPKKPWGPQGSSRC­­­­­­­LCLSLFSFLLVAAATTLFCLLHFGVIGPQREEFP­NNLPLS­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_WOODC ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IRDVELAEEALPKEAWGPQGSSRC­­­­­­­LCLSLFSFLLVAGATTLFCLLHFGVIGPQREEFL­NNLPLS­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
TNFA_RABBI ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­IRDVELAEGPLPKKAGGPQGSKRC­­­­­­­LCLSLFSFLLVAGATTLFCLLHFRVIGPQEEESP­NNLHLVN­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
LTB_WOODCH ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­LQGRGGRPQGTGCLLLAVAGATSL­­­­­­­VTLLLAVPITVLAVLALVPQEQGGLVMESAGLGAQAQQGLSKSNGLPSRLHSQIPSS­SKNPFLRPGALSSHGKHPWVA
LTB_MACAQM ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­LEGRGGRLQGRGSLLLAVAGATSL­­­­­­­VTLLLAVPITVLAVLALVPQDQGGLVTDTADPGAQAQQGL­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­
ODF_MOUSE/ ASRSMFLALLGLGLGQVVCSIALFLYFRAQMDPNRISEDSTHCF­­­­­­­YRILRLHENAGLQDSTLESED­­TLPDSCRRMKQAFQGAVQKELQHIVGPQ­­­­­­­­­RFS­­­AMMEG­­­­­­­­
RANKL_MOUS ASRSMFLALLGLGLGQVVCSIALFLYFRAQMDPNRISEDSTHCF­­­­­­­YRILRLHENADLQDSTLESED­­TLPDSCRRMKQAFQGAVQKELQHIVGPQ­­­­­­­­­RFSGAPAMMEG­­­­­­­­
TNF11_RAT/ ASRFMFLALLGLGLGQVVCSIALFLYFRAQMDPNRISEDSTRCF­­­­­­­YRILRLRENTGLQDSTLESEDTEALPDSCRRMKQAFQGAVQRELQHIVGPQ­­­­­­­­­RFSGVPAMMEG­­­­­­­­
TNF112_HUM ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­MDPNRISEDGTHCI­­­­­­­YRILRLHENADFQDTTLESQDTKLIPDSCRRIKQAFQGAVQKELQHIVGSQ­­­­­­­­­HIRAEKAMVDG­­­­­­­­
TNF111_HUM ASRSMFVALLGLGLGQVVCSVALFFYFRAQMDPNRISEDGTHCI­­­­­­­YRILRLHENADFQDTTLESQDTKLIPDSCRRIKQAFQGAVQKELQHIVGSQ­­­­­­­­­HIRAEKAMVDG­­­­­­­­
TNF10_HUMA ­­­­­­­LGQTCVLIVIFTVLLQSLCVAVTYVYFTNELKQMQDK­­­­­­­YSKSGIACFLKEDDSYWDPNDEESMNSPCWQVKWQLRQLVRKMILRTSEET­­­­­­­­­­ISTVQEKQ­­­­­­­­­­
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­­­­­­­VKDMLNKEETKKNSFEMQKGDQNPQI­­­­­­­­­­­­­­­­AAHVISEASSKTTSVL­­­­QWAEKGYYTMSNNLVTLENKQLTVKRQGYYIYAQVTFSNREASSQAPFIA­­­­­­­­­SLCLKSPGRFE­­­­
­­­­­­­VKDMLNKEEKKKNSFEMQKGDQNPQI­­­­­­­­­­­­­­­­AAHVISEASSKTTSVL­­­­QWAEKGYYTMSNNLVTLENKQLTVKRQGYYIYAQVTFSNREASSQAPFIA­­­­­­­­­SLCLKSPGRFE­­­­
­­­­­­­VKDMLNKEEKKKNSFEMQK­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­VL­­­­QWAEKGYYTMSNNLVTLENKQLTVKRQGYYIYAQVTFSNREASSQAPFIA­­­­­­­­­SLCLKSPGRFE­­­­
­­­­­­­VKDMLNKEEKKKNSFEMQKGDQNPQI­­­­­­­­­­­­­­­­AAHVISEASSKTTSVL­­­­QWAEKGYYTMSNNLVTLENKQLTVKRQGYYIYAQVTFSNREASSQAPFIA­­­­­­­­­SLCLKPPNRFE­­­­
­­­­­­­VKDMLNKEEKKKNSFEMQKGDQNPQI­­­­­­­­­­­­­­­­AAHVISEASSKTTSVL­­­­QWAEKGYYTMSNNLVTLENKQLTVKRQGYYIYAQVTFSNREASSQAPFIA­­­­­­­­­SLCLKPPNRFE­­­­
­­­­­­­VKDMQNKEVKKKKNFEMHKGDQEPQI­­­­­­­­­­­­­­­­AAHVISEASSKTTSVL­­­­QWAPKGYYTLSNNLVTLENKQLAVKRQGYYIYTQVTFSNRETLSQAPFIA­­­­­­­­­SLCLKSPSGSE­­­­
­­­­­­­VKGMQSKEVKKKKSFEMHKGDQDPQI­­­­­­­­­­­­­­­­AAHVISEASSKTASVL­­­­QWAPKGYYTLSTNLVTLENRQLAVKRQGYYIYAQVTFSNRDAAGQAPFIA­­­­­­­­­SLCLRSPSGSE­­­­
­­­­­­­LKEMLNKETKK­KNVAMQKGDQDPRV­­­­­­­­­­­­­­­­AAHVISEASSSTASVL­­­­QWAPKGYYTISSNLVTLENKQLAVKRQGYYIYAQVTFSNREASSQAPFIA­­­­­­­­­SLCLHSPSGSE­­­­
­­­­­­­LKEMLNNEMKK­ENIAMQKGDQDPRI­­­­­­­­­­­­­­­­AAHVISEASSNPASVL­­­­RWAPKGYYTISSNLVSLENKQLAVKRQGYYVYAQVTFSNRAASSQAPFVA­­­­­­­­­SLCLHSPSGTE­­­­
­­­­­­­VKDTLNKEEKK­NSFEMQRGDEDPQI­­­­­­­­­­­­­­­­AAHVVSEANSNAASVL­­­­QWAKKGYYTMKSNLVMLENKQLTVKREGYYVYTQVTFSNREPSSQRPFIV­­­­­­­­­GLWLKPSSGSE­­­­
­­­­­­­VKDSLNKEEKK­KSFEMQRGDEDPQI­­­­­­­­­­­­­­­­AAHVVSEANSNAASVL­­­­QWAKKGYYTMKSNLVVLENRQLTVKREGYYVYTQVTFSNREPLSQRPFIV­­­­­­­­­SLWLKPSSGSE­­­­
­­­­­­­CKDTASEELPK­­­FEMHRGHEHPHLKSRNETSVAEEKRQPIATHLAGVKSNTTVRVL­­­­KWMTTSYAPTSS­LISYHEK­LKVEKAGYYIYSQVSFTKAAAS­­APFTL­­­­­­­­­YIYLYLPMEED­­­­
­­­­­­­­­­­­SPLAQTVSSSRTPSD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVANPEAEGQL­­­­QWLSRRANALLANGVELTDQ­LIVPSDGYLIYSQVLFGQGCPSTHVLLTH­­­­­­­­­TISRFAVSYQT­­­­
­­­­­­­­­­­­NPLPQTLSSSRTPSD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVANPEAEGQL­­­­QWLSRRANALLANGVELTDQ­LKVPSDGYLIYSQVLFGQGCPSTHVLLTH­­­­­­­­­TISRFAVSYQT­­­­
­­­­­­­­­­­­SPLAQAVSSSRTPSD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVANPQAEGQL­­­­QWLNRRANALLANGVELRDQ­LVVPSEGYLIYSQVLFGQGCPSTHVLLTH­­­­­­­­­TISRIAVSYQT­­­­
­­­­­­­­­­­­SPLAQAGSSSRTPSD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVANPQAEGQL­­­­QWLNRRANALLANGVELRDQ­LVVPSEGYLIYSQVLFGQGCPSTHVLLTH­­­­­­­­­TISRIAVSYQT­­­­
­­­­­­­­­­­­SPLAQAVSSSRTPSD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVANPQAEGQL­­­­QWLNRRANALLANGVELRDQ­LVVPSEGYLIYSQVLFGQGCPSTHVLLTH­­­­­­­­­TISRIAVSYQT­­­­
­­­­­­­­­­­­SPLAQAVSSSRTPSD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVANPQAEGQL­­­­QWLNRRANALVANGVELTDQ­LVVPSEGYLIYSQVLFGQGCPSNHVLLTH­­­­­­­­­TISRIAVSYQT­­­­
­­­­­­­­­­­­NSLALAVSSSRIPSD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVANPQAEGQL­­­­QWLNRRANALLANGVELRDQ­LVVPSDGYLVYSQVLFGQGCPSTFTLLTH­­­­­­­­­SISRIAVSYQA­­­­
­­­­­­­­­­­­NPLAQTLSSSRTPSD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVANPQAEGQL­­­­QWLSGRANALLANGVKLTDQ­LVVPLDGYLIYSQVLFGQGCPSTHVLLTH­­­­­­­­­TISRLAVSYPS­­­­
­­­­­­­­­­­­NPLAQTLSSSQASRD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVADPAAQGQL­­­­QWEKRFANTLLANGVKLEDQ­LVVPTDGYLIYSQVLFGQRCPSTPVFLTH­­­­­­­­­TISRLAVSYPN­­­­
­­­­­­­­­­­­NPLAQTLSSSQASRD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVADNQTEEQL­­­­QWLSRRANALLANGMELIDQ­LVVPADGYLIYSQVLFGQGCPSTPVFLTH­­­­­­­­­TISRLAVSYPN­­­­
­­­­­­­­­­­AQAQMLTLSSSQNMND­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVA­NEDKEQL­­­­VWLSRRANALLANGMELIDQ­LVVPANGYLVYSQVLFGQGCSS­YVLLTH­­­­­­­­­TVSRFAVSYQD­­­­
­­­­­­­­­­­PQAQMLTLSSSQNMND­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPVAHVVAKPQVEGQL­­­­QWLSQRANALLANGMKLTDQ­LVVPADGYLIYSQVLFGQGCPS­HVLLTH­­­­­­­­­TVSRFAVSYQD­­­­
­­­­­­­­­­­PVAQMVTLSASRALSD­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­KPLAHVVANWMKGQGL­­­­SWEAKKEEAFLRSGTQFSGEGLALPQDGYYLYCNVGYGRACRS­YVLLTH­­­­­­­­­TVSRFAVSYPN­­­­
TLPPIVASTPPGFQQLQEEPETDLSSR­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­LPAAHLIGAPLKGQGL­­­­GWEATKEQAFLTSGTQFSDDGLALPQDGYYLYCLVGYGRAPPSGAGPQDR­­­­­­­­­SVTLRSSLYRAGGAY
­­­­­­­­­­­GFQKLPEEPEADLSPG­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­LPAAHLIGATLS­­­­­­­­SWYHDR­GWAKISNMTLSNK­LRVNQDGYYLYANICFHHEPPGGAEPRGR­­­­­­­­­SVTLRSSLYRAGGAY
­­­­­­­­­­SWLDVAQRGPEAQPFAHLT­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­INAASIPSGSHKVTLS­­­­SWYHDR­GWAKISNMTLSNK­LRVNQDGYYLYANICFHHETSGSVPT­­­­­DYLQLMVYVVKTSIKIPS­­­­
­­­­­­­­­­SWLDVAQRGPEAQPFAHLT­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­INAASIPSGSHKVSLS­­­­SWYHDR­GWAKISNMTLSNK­LRVNQDGYYLYANICFHHETSGSVPT­­­­­DYLQLMVYVVKTSIKIPS­­­­
­­­­­­­­­­SWLDVARRGPEAQPFAHLT­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­INAADIPSGSHKVSLS­­­­SWYHDR­GWAKISNMTFSNK­LIVNQDGYYLYANICFHHETSGSVPA­­­­­DYLQLMVYVVKTSIKIPS­­­­
­­­­­­­­­­SWLDLAKRSLEAQPFAHLT­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­INATDIPSGSHKVSLS­­­­SWYHDR­GWGKISNMTFSNK­LIVNQDGYYLYANICFHHETSGDLAT­­­­­EYLQLMVYVTKTSIKIPS­­­­
­­­­­­­­­­SWLDLAKRSLEAQPFAHLT­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­INATDIPSGSHKVALGRKINSWESSRSGHSFLSNLHLRNE­LVIHEKGYYIYSQTYFFQETSGDLAT­­­­­EYLQLMVYVTKTSIKIPS­­­­
­­­­­­­­­­QNISPLVREGPQRVAAHITGTRG­­­­­­­­­­­­­­­RSNTLSSPNSKNEKTLGQKIESWESSRKGHSFLNHVLFRNE­LVIEQEGLYYIYSQTYFRFQEEIKE­­TKN­­­DKQMVQYIYKYTSYPD­­­­

­­­­RILLRAATHS­SAKPCGQ­­­­­­­­SIHLGGVFELQPGASVFVNTDPSQVSHGT­GFTSFGLLKL
­­­­RILLRAATHS­SAKPCGQ­­­­­­­­SIHLGGVFELQPGASVFVNTDPSQVSHGT­GFTSFGLLKL
­­­­RILLRAATHS­STKPCGQ­­­­­­­­SIHLGGVFELQPGASVFVNTDPSQVSHGT­GFTSFGLLKL
­­­­RILLRAATHS­SAKPCGQ­­­­­­­­SIHLGGIFELQPGASVFVNTDPSQVSHGT­GFTSFGLLKL
­­­­RILLRAATHS­SAKPCGQ­­­­­­­­SIHLGGIFELQPGASVFVNTDPSQVSHGT­GFTSFGLLKL
­­­­RILLRAATHS­SSKPCGQ­­­­­­­­SIHLGGVFELQSGASVFVNTDPSQVSHGT­GFTSFGLLKL
­­­­RILLRAATHS­SSKPCGQ­­­­­­­­SIHLGGVFELQPGASVFVNTDPSQVSHGT­GFTSFGLLKL
­­­­RVLLRAAARS­SSKPCGQ­­­­­­­­SIHLGGVFELHPGASVFVNTDPSQVSHGT­GFTSFGLLKL
­­­­RVLLRAASRG­SSKPCGQ­­­­­­­­SIHLGGVFELHPGASVFVNTDPSQVSHGT­GFTSFGLLKL
­­­­RILLKAATHS­SSQLCEQ­­­­­­­­SVHLGGVFELQAGASVFVNTEASQVIHRV­GFSSFGLLKL
­­­­RILLRAATHS­SSKLCEQ­­­­­­­­SIHLGGVFELQAGASVFVNTEASQVIHGI­GFSSIGLLKL
­­­­RLLMKGLTHSTSTALCEL­­­­­­­­SIREGGVFELRQGDMVFVNTDSTAVNVNP­GNSSIGLLKL
­­­KVNLLSAISPCQRETPEGTEAKP­­WYPIYLGGVFQLEKGDRLSAENLPNYLDFAESGQVYFGIIAL
­­­KVNLLSAISPCQRETPEGAEAKP­­WYPIYLGGVFQLEKGDRLSTENLPAYLDFAESGQVYFGIIAL
­­­KVNLLSAISPCQRETPEGAEAKP­­WYPIYLGGVFQLEKGDRLSAENRPDYLDFAESGQVYFGIIAL
­­­KVNLLSAISPCQRETPEGAEAKP­­WYPIYLGGVFQLEKGDRLSAENRPDYLDFAESGQVYFGIIAL
­­­KVNLLSAISPCQRETPEGAEAKP­­WYPIYLGGVFQLEKGDRLSAENLPDYLDFAESGQVYFGIIAL
­­­KVNLLSAISPCQRETPEGAEAKP­­WYPIYLGGVFQLEKGDRLSAENLPDYLDFAESGQVYFGIIAL
­­­KVNLLSAISPCQRETPRGAKTHP­­WYPIYLGGVFQLEKGDRLSAESPPDSLDLAESGQVYFGIIAL
­­­KVNLLSAISLANTESPEQAEAKP­­WYPIYLGGVFQLEKGDQLSAENQPNYLDFAESGQVYFGIIAL
­­­KANLLSAISPCQGGTSEEAEAKP­­WYPIYLGGVFQLEKDDRLSAENMPNYLDFAESGQVYFGIIAL
­­­KANLLSAISPCQGGTSEEAEAKP­­WYPIYLGGVFQLEKDDRLSAENMPNYLDFAESGQVYFGIIAL
­­­KVNLLSAISPCPKESLEGAEFKP­­WYPIYLGGVFELQKGDRLSAENLPSYLDFAESGQ­­­­­­­­
­­­KVNLLSAIIPCPKESLEGAEFKP­­WYPIYLGGVFELQKGDRLSAENLPSYLDFAESGQVYFGVIAL
­­­KVNLLSAISPCHRETPEEAEPMA­­WYPIYLGGVFQLEKGDRLSTENQPEYLDLAESGQVYFGIIAL
GRAPELLLEGATVTPVLDRAGRPQYRPLWYSVGFGGLVQLRRGERVYVNSHPDMVDYRR­GKTFFGAVMV
GPTPELLLEGATVTPVLDPAGRQGYGPLWYSVGFGGLVQLRRGERVYVNSHPDMVDFAR­GKTFFGAVMV
­­­SHNLMKGGTKNWSGNSEFH­­­­­­­FSINVGGFFKLRAGEEISIQSNPSLLDPDQ­DATYFGAFKV
­­­SHNLMKGGTKNWSGNSEFH­­­­­­­FSINVGGFFKLRAGEEISIQSNPSLLDPDQ­DATYFGAFKV
­­­SHNLMKGGTKNWSGNSEFH­­­­­­­FSINVGGFFKLRAGEEISVQSNPSLLDPDQ­DATYFGAFKV
­­­SHTLMKGGTKYWSGNSEFH­­­­­­­FSINVGGFFKLRSGEEISIESNPSLLDPDQ­DATYFGAFKV
­­­SHTLMKGGTKYWSGNSEFH­­­­­­­FSINVGGFFKLRSGEEISIESNPSLLDPDQ­DATYFGAFKV
­­­PILLMKSANSCWSKDAEYG­­­­­­­LSIYQGGIFE LKENDRIFVSTNEHLIDMDH­EASFFGAFL
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B)  Rinnastus TNF­domeenien sekvensseille

Q9XT69_CANFA/19­41      LQWLTRRA..NALLANGVELTDNQ­.L­­­­­­­­­­­­­­­­­­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......­­­­­­­­­­­­­­....­­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­
........­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­..­­.­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
Q864Z0_PHYCA/1­103      ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­Q­.LVVPTDGLYLIYSQVLFR­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
PTH......LFLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYQGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
Q864Y9_9EUTH/1­103      ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­Q­.LVVPSDGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTISRLALSY....QTKVNLLSAIK.SPCQLETPEGte...gkpWYEPIYLGGVFQLEKDDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
TNFA_CANFA/102­233      LQWLSRRA..NALLANGVELTDNQ­.LIVPSDGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTISRFAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGte...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPNYLDFAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_FELCA/102­233      LQWLSRRA..NALLANGVELTDNQ­.LKVPSDGLYLIYSQVLFT­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTISRFAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSTE..IN.­LPAYLDFAE.SGQVYFGIIAL
Q9BEG0_CYCDI/94­217     LQWLSRRA..NALLANGVELTDNQ­.LVVPSDGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
SAH......VLLTHTVNRFAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGpe...akpWYEPIYLGGVFQLDKGDRLSAE..IN.­LPEYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
Q9BEG1_BRATR/94­217     LQWLSRRA..NALLANGVELTDNQ­.LVVPSDGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STP......VLLTHTVNRFAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGte...gkpWYEPIYLGGVFQLDKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
Q8HZD7_PONPY/70­152     LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSEGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETTEG........­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­..­­.­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
Q8HZD8_9PRIM/70­152     LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSEGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQREYPEG........­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­..­­.­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
O97543_AOTNA/19­149     LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSEGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­RPDYLDFAE.SGQVYFGIIA­
TNFA_HUMAN/102­233      LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSEGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­RPDYLDFAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_PANTR/101­232      LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSEGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­RPDYLDFAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_PAPSP/102­233      LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSEGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_PAPAN/102­233      LQWLNRRA..NALLANGVEPTDNQ­.LVVPSEGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
SNH......VLLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_MACFA/102­233      LQWLNRRA..NALVANGVELTDNQ­.LVVPSEGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
SNH......VLLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_MACMU/102­233      LQWLNRRA..NALLANGVELTDNQ­.LVVPSEGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
SNH......VLLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_PAPHU/102­233      LQWLNRRA..NALLANGVELTDNQ­.LVVPSEGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
SNH......VLLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQVYFGIIAL
Q8HZD5_SAGOE/70­150     LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSEGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­STF......MLLTHSISRIAVSY....QAKVNLLSAIK.SPCQRETP­­
........­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­..­­.­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
O97538_AOTVO/19­149     LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSEGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STF......MLLTHSISRIAVSY....QAKVNLLSAIK.SPCQRETPRGak...tnpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDLAE.SGQVYFGIIA­
Q9TTG8_AOTNI/19­149     LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSEGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STF......MLLTHSISRIAVSY....QAKVNLLSAIK.SPCQRETPRGak...tnpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDLAE.SGQVYFGIIA­
Q9TTG7_AOTLE/19­137     LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSEGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STF......MLLTHSISRIAVSY....QAKVNLLSAIK.SPCQRETPRGak...tnpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDF­­.­­­­­­­­­­­
TNFA_SAISC/102­233      LQWLNRRA..NALLANGVELRDNQ­.LVVPSDGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STF......TLLTHSISRIAVSY....QAKVNLLSAIK.SPCQRETPRGak...thpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IS.­PPDSLDLAE.SGQVYFGIIAL
Q9BEF4_CABUN/94­217     LLWLGRRA..NTLLANGMELTDNQ­.LVVPSGGLYLIYSQVLFT­­.­.­­GQSCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTINRFSASY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFRLDKGDRLSAE..IN.­LPEYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
Q864Y7_TUPTA/1­103      ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­Q­.LVVPSDGLYLIYSQVLFT­­.­.­­GLGCP­.­­­­­­.­
STP......VLFTHTISCIAVSY....NNKVNLLSAIK.SPCQKESAEGae...akpWYEPIYQGGVFQLQKGDRLSAE..VN.­LPHYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
Q9BEC4_TALEU/93­216     LQWLSQVA..NALLANGVELTNNQ­.LVVPSDGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
SNL......VLLTHKIQRTAVSY....EDAVDLLSAIK.SPCQRETPEGae...arpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAN..IN.­LPKYLDFAQ.SGQ­­­­­­­­
Q9ERC9_MESAU/95­127     LEWLSHRA..NALLANGMSLKDNQ­.LVIPADGLYLV­­­­­­­­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......­­­­­­­­­­­­­­....­­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­
........­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­..­­.­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
Q9ERG6_PERMA/97­216     LEWLSRRA..NALLANGMDLKDNQ­.LVIPADGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCS­.­­­­­­.­­
NY......VLLTHTVSRFAVSY....EDKVNLLSAIK.SPCPKETPEGse...lkpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..VN.­LPKYLDFAE.­­­­­­­­­­­
TNFA_PERLE/105­235      LEWLSRGA..NALLANGMDLKDNQ­.LVIPADGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCS­.­­­­­­.­­
SY......VLLTHTVSRFAVSY....EDKVNLLSAIK.SPCPKETPEGse...lkpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..VN.­LPKYLDFAE.SGQVYFGVIAL
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Q91ZL4_SIGHI/26­156     LEWLSQRA..NALLANGMDLRNNQ­.LVIPADGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GLGRS­.­­­­­­.­­
NC......ELLTHTVSRIAVSY....EDKVNLLSAIK.SPCPKETPQGae...lkpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..VN.­HPKYLDFAE.SGQVYFGVIAL
TNFA_RAT/105­235        LEWLSQRA..NALLANGMDLKDNQ­.LVVPADGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­­
DY......VLLTHTVSRFAISY....QEKVSLLSAIK.SPCPKDTPEGae...lkpWYEPMYLGGVFQLEKGDLLSAE..VN.­LPKYLDITE.SGQVYFGVIAL
TNFA_MOUSE/105­235      LEWLSQRA..NALLANGMDLKDNQ­.LVVPADGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­­
DY......VLLTHTVSRFAISY....QEKVNLLSAVK.SPCPKDTPEGae...lkpWYEPIYLGGVFQLEKGDQLSAE..VN.­LPKYLDFAE.SGQVYFGVIAL
Q9R136_MERUN/57­101     LEWLSRRA..NALLANGMELRDNQ­.LVVPSDGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­­­­......­­­­­­­­­­­­­­....­­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­
........­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­..­­.­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
Q80Z06_DIPSA/1­102      ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­Q­.LVVPSDGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­­
SY......VLLTHTVSRFAASY....PDKVNLLSAIK.SPCPKETSEGae...skpWYEPVYLGGVFQLEKGDRLSAE..VN.­LPDYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
Q99ND1_SCIVU/93­215     LQWLSRRA..NALLANGMELIDNQ­.LVVPADGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCS­.­­­­­­.­­
SY......VLLTHTVSRFAVSY....QDKVNLLSAIK.SPCPKESLEGae...fkpWYEPIYLGGVFELQKGDRLSAE..VN.­LPSYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
Q6X658_MARMO/103­233    LVWLSRRA..NALLANGMELIDNQ­.LVVPANGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­­
SH......VLLTHTVSRFAVSY....QDKVNLLSAIK.IPCPKESLEGae...fkpWYEPIYLGGVFELQKGDRLSAE..VN.­LPSYLDFAE.SGQVYFGVIAL
Q80Z03_CASCN/1­102      ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­Q­.LVVPADGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­­
SY......VLLTHTVSRFAVSY....RENVNLLSAIK.SPCQKETPEGae...lkpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..VN.­LPSYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
Q80Z02_9HYST/1­102      ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­Q­.LVVPSDGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­­
SY......VLLTHTVSRLAVSY....QDKVNLLSAIK.SPCQKETPEGae...lkpWYEPIYLGGVFQLQKGDRLSAE..VN.­LPNYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
TNFA_CAVPO/104­234      LQWLSKRA..NALLANGMGLSDNQ­.LVVPSDGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­­
SY......LLLTHTVSRLAVSY....PEKVNLLSAIK.SPCQKETPEGae...rkpWYEPIYLGGVFQLQKGDRLSAE..VN.­LPQYLDFAD.SGQIYFGVIAL
Q80Z04_9RODE/1­102      ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­Q­.LVVPTNGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­­
SF......MLLTHTVSRIAVSY....PEKVNLLSAIK.SPCQKETPEGad...lkpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..VN.­LPSYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
TNFA_RABIT/105­235      LQWLSQRA..NALLANGMKLTDNQ­.LVVPADGLYLIYSQVLFS­­.­.­­GQGCR­.­­­­­­.­­
SY......VLLTHTVSRFAVSY....PNKVNLLSAIK.SPCHRETPEEae...pmaWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSTE..VN.­QPEYLDLAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_HORSE/103­234      LQWLSGRA..NALLANGVKLTDNQ­.LVVPLDGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VLLTHTISRLAVSY....PSKVNLLSAIK.SPCHTESPEQae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDQLSAE..IN.­QPNYLDFAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_PIG/101­232        LQWQSGYA..NALLANGVKLKDNQ­.LVVPTDGLYLIYSQVLFR­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STN......VFLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKDDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQVYFGIIAL
Q75N23_CAMBA/102­233    LQWEKRFA..NTLLANGVKLEDNQ­.LVVPTDGLYLIYSQVLFS­­.­.­­GQRCP­.­­­­­­.­
STP......VFLTHTISRLAVSY....PNKANLLSAIK.SPCQGGTSEEae...akpWYEPIYLGGVFQLEKDDRLSAE..IN.­MPNYLDFAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_LAMGL/102­233      LQWEKRFA..NTLLANGVKLEDNQ­.LVVPTDGLYLIYSQVLFS­­.­.­­GQRCP­.­­­­­­.­
STP......VFLTHTISRLAVSY....PNKANLLSAIK.SPCQGGTSEEae...akpWYEPIYLGGVFQLEKDDRLSAE..IN.­MPNYLDFAE.SGQVYFGIIAL
Q9BEE8_ERIEU/92­215     LLWESEVA..NALLANGMKLTDNQ­.LVVPLDGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......VFLTHNIKRYAVSY....QKDVNLLSAIK.SPCQSETPEGae...arpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFDE.SGQ­­­­­­­­
Q7YSE3_SHEEP/1­70       ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......­­­­­­­­­­­­­­
....QTKVNILSAIK.SPCHRETLEGae...akpWYEPIYQGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPEYLDYAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_CAPHI/103­234      LRWGDSYA..NALKANGVELKDNQ­.LVVPTDGLYLIYSQVLFR­­.­.­­GHGCP­.­­­­­­.­
STP......LFLTHTISRIAVSY....QTKVNILSAIK.SPCHRETPEGae...akpWYEPIYQGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­QPEYLDYAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_CEREL/98­229       LLWLDSCA..NALMANGVKLEDNQ­.LVVPTDGLYLIYSQVLFR­­.­.­­GQSCP­.­­­­­­.­
STP......LFLTHTISRIAVSY....QTKVNILSAIK.SPCHRETPEWae...akpWYEPIYQGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDYAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_BOSIN/103­234      LRWWDSYA..NALMANGVKLEDNQ­.LVVPADGLYLIYSQVLFR­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STP......LFLTHTISRIAVSY....QTKVNILSAIK.SPCHRETPEWae...akpWYEPIYQGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDYAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_BOVIN/102­233      LRWWDSYA..NALMANGVKLEDNQ­.LVVPADGLYLIYSQVLFR­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STP......LFLTHTISRIAVSY....QTKVNILSAIK.SPCHRETPEWae...akpWYEPIYQGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDYAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_BUBBU/102­233      LRWWDSYA..NALMANGVKLEDNQ­.LVVPADGLYLIYSQVLFR­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STP......LFLTHTISRIAVSY....QTKVNILSAIK.SPCHRETPEWae...akpWYEPIYQGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDYAE.SGQVYFGIIAL
Q864Y8_ELEMA/1­99       ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­­­.­­­PFDGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
ATQ......VLLTHTISRIAVSY....KTKVNLLSAIK.SPCHRETPEGae...akpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
TNFA_DELLE/102­233      LRWLNTYA..NTLLANSVKLEDNQ­.LVVPTDGLYLIYSQVLFR­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......LFLTHTISRIAVSY....QTKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYQGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFAE.SGQVYFGIIAL
TNFA_TURTR/102­233      LRWLNTYA..NTLLANSVKLEDNQ­.LVVPTDGLYLIYSQVLFR­­.­.­­GQGCP­.­­­­­­.­
STH......LFLTHTISRIAVSY....PSKVNLLSAIK.SPCQRETPEGae...akpWYEPIYQGGVFQLEKGDRLSAE..IN.­LPDYLDFAK.SGQVYFGIIAL
Q9BEC5_TENEC/94­217     LKWVSKVA..NALLDNNVQLIDNQ­.LVVPLDGLYLIYSQVLFK­­.­.­­GPGCH­.­­­­­­.­
GTY......VILTHTVSRIAVSY....QAKVNLLSAIK.TPCHRETPEGse...tkpWYEPIYLGGVFQLQKGDRLSAE..IN.­LPNYLDLAE.SGQ­­­­­­­­
Q80Z05_DIPME/1­102      ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­H­.LVVPSNGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GRGCS­.­­­­­­.­­
SF......LVLTHTVGRFATSY....PEKVNLLSAIK.SPCQKEIPEGpe...lkpWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAE..VN.­LPQYLDFAE.AGQ­­­­­­­­
Q9BEC9_OCHPR/94­216     LEWLNQRL..NALLANGLKLIDNQ­.LVVPRDGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GQACP­.­­­­­­.­­
SY......LLLTHTVSRFAVSY....PNKVNLLSAIK.SPCQKETPEGte...pmaWYEPIYQGGVFQLEKGDRLSTE..VN.­MPDYLDLAE.SGQ­­­­­­­­
Q9BEF3_DIDMA/92­214     IQWSSGH­..ANDLLNGIELTDNQ­.LVVPATGLYLVYSQVLFK­­.­.­­GKDCA­.­­­­­­.­
NKP......LILTHTVSRVARSY....PDKVNLLAAIK.SPCQRVEKGSge...snpWYEPIYLGGVFQLEKGDMLSSD..TN.­YPTYLDIAE.TGQ­­­­­­­­
Q9BEE0_MACRU/93­216     LQWLKRRA..NVLLSNGMDLVDNQ­.LVVPSTGLYLVYSQLLFK­­.­.­­GEDCA­.­­­­­­.­
NEP......LLLTHTVSRVALSY....QSKVNLLSAIK.SPCQKTVKGAre...aspWYEPIYLGGVFQLEKGDKLSAD..TN.­YPNYLDFAE.SGQ­­­­­­­­
TNFA_MACEU/102­233      LQWLKRRA..NVLLSNGMDLVDNQ­.LVVPSTGLYLVYSQLLFK­­.­.­­GEDCA­.­­­­­­.­
NEP......LLLTHTVSRVALSY....QSKVNLLSAIK.SPCQKTVKGAre...aspWYEPIYLGGVFQLEKGDKLSAD..TN.­YPNYLDFAE.SGQVYFGVIAL
TNFA_TRIVU/102­233      LLWVGDVA..NTLLMNGMELVDNQ­.LVLPSTGLYLVYSQLLYK­­.­.­­GSQCG­.­­­­­­.­
KES......LVLTHKISRFTLSY....QKKVTLLANIR.SSCRKAAEDDge...psaWYEPVYLAGVFQLTEGDKLVVD..TN.­YPENLDFAE.PGQLYFGAIAL
Q99ME8_PERMA/2­62       ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......­­­­­­­­­­­­­­....­­HVPLLSAQKsVYPGLQGP­­
........WVRSMYQGAVFLLRKGDQLSTH..TD.­GVSHLHFS­.PSSVFFGAFAL
Q80WE7_PERMA/74­202     LLWRANTD..RAFLRHGFSLNNNS­.LLVPASGLYFVYSQVVFS­­.­.­­GESCS­.­­­­PKaTPAP......IYLAHEVQLLSSQY....PFHVPLLSAQKsVYPGLQGP­­
........WVRSMYQGAVFLLRKGDQLSTH..TD.­GVSHLHFS­.PSSVFFGAFAL
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TNFB_RAT/74­202         LLWRANTD..RAFLRHGFSLNNNS­.LLIPTSGLYFVYSQVVFS­­.­.­­GESCS­.­­­­PRaIPTP......IYLAHEVQLFSSQY....PFHVPLLSAQKsVYPGLQGP­­
........WVRSMYQGAVFLLSKGDQLSTH..TD.­GISHLHFS­.PSTVFFGAFAL
TNFB_MOUSE/74­202       LLWRASTD..RAFLRHGFSLSNNS­.LLIPTSGLYFVYSQVVFS­­.­.­­GESCS­.­­­­PRaIPTP......IYLAHEVQLFSSQY....PFHVPLLSAQKsVYPGLQGP­­
........WVRSMYQGAVFLLSKGDQLSTH..TD.­GISHLHFS­.PSSVFFGAFAL
TNFB_MACEU/74­201       IHWRANTD..HAFLRHGFSLSNNS­.LLVPTSGLYFVYSQVVFS­­.­.­­GASCS­.­­­­­EiTPTL......LYLSHEVLLFSSKY....QVHVPLLSAQK.SVCSGTQ­­
G.......pWMRSVYQGAVFLLTQGDRLSTY..TD.­GVSHLLQS­.PSSVFFGAFAL
TNFB_RABIT/69­197       LRWRANTD..RAFLRHGFSLSNNS­.LLVPSSGLYFVYSQVVFS­­.­.­­GEGCS­.­­­­PKaVPTP......LYLAHEVQLFSSQY....SFHVPLLSAQK.SVCPGPQ­­
G.......pWVRSVYQGAVFLLTQGDQLSTH..TD.­GIAHLLLS­.PSSVFFGAFAL
TNFB_PIG/76­204         LRWRANTD..RAFLRHGFLLSNNS­.LLVPTSGLYFVYSQVVFS­­.­.­­GEGCF­.­­­­PKaTPTP......LYLAHEVQLFSSQY....PFHVPLLSAQK.SVCPGPQ­­
G.......pWVRSVYQGAVFLLTQGDQLSTH..TD.­GTPHLLLS­.PSSVFFGAFAL
Q5WR07_CANFA/76­204     LRWRANTD..RAFLRHGFSLSNNS­.LLVPTSGLYFVYSQVVFS­­.­.­­GEGCF­.­­­­PKaTPTP......LYLAHEVQLFSSQY....PFHVPLLSAQK.SVCPGPQ­­
G.......pWVRSVYQGAVFLLTQGDQLSTH..TD.­GISHLLLS­.PSSVFFGAFAL
TNFB_BOVIN/76­204       LRWRANTD..RAFLRHGFSLSNNS­.LLVPTSGLYFVYSQVVFS­­.­.­­GRGCF­.­­­­PRaTPTP......LYLAHEVQLFSPQY....PFHVPLLSAQK.SVCPGPQ­­
G.......pWVRSVYQGAVFLLTRGDQLSTH..TD.­GISHLLLS­.PSSVFFGAFAL
TNFB_MARMO/77­205       LRWRANTD..RAFLRHGFSLSNNS­.LLVPTSGLYFVYSQVVFS­­.­.­­GEGCS­.­­­­SKaVSTP......LYLAHEVQLFSSQY....PFHVPLLSAQK.SVCPGPQ­­
G.......pWVRSVYQGAVFLLTRGDQLSTH..TD.­GISHLLFS­.PSSVFFGAFAL
Q5SP42_HUMAN/77­155     LLWRANTD..RAFLQDGFSLSNNS­.LLVPTSGIYFVYSQVVFS­­.­.­­GKAYS­.­­­­PKaTSSP......LYLAHEVQLFSSQY....PFHVPLLSSQK.MV­­­­­­­­
........­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­..­­.­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
Q5TM20_MACMU/77­205     LLWRANTD..RAFLQDGFSLSNNS­.LLVPTSGIYFVYSQVVFS­­.­.­­GKAYS­.­­­­PKaTPTP......LYLAHEVQLFSSQY....PFHVPLLSSQKmVYPGLQEP­­
........WLHSMYHGAAFQLTQGDQLSTH..TD.­GIPHLVLS­.PSTVFFGAFAL
TNFB_HUMAN/77­205       LLWRANTD..RAFLQDGFSLSNNS­.LLVPTSGIYFVYSQVVFS­­.­.­­GKAYS­.­­­­PKaTSSP......LYLAHEVQLFSSQY....PFHVPLLSSQKmVYPGLQEP­­
........WLHSMYHGAAFQLTQGDQLSTH..TD.­GIPHLVLS­.PSTVFFGAFAL
TNFB_PANTR/77­205       LLWRANTD..RAFLQDGFSLSNNS­.LLVPTSGIYFVYSQVVFS­­.­.­­GKAYS­.­­­­PKaTSSP......LYLAHEVQLFSSQY....PFHVPLLSSQKmVYPGLQEP­­
........WLHSMYHGAAFQLTQGDQLSTH..TD.­GIPHLVLS­.PSTVFFGAFAL
Q8JG37_ICTPU/95­230     MQWFDNA­..DQSFSSGLKLEDNE­.IKILRDGLYFVYSQASYR­­.­.­­­LLCK­.­
AEGDEtEGEV......MHMSHKVSRWSDSY....SSWKPLLSATR.SACKKTTEEYq.....kyWYGAVYLGAAFNLKAGDRLRTV..MDeKLLPKVESA­.GGKTFFGTFSL
Q90WP9_PLEPL/1­88       ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­­­.­­­­­­GLYFVYSQASFS­­.­.­­­
VSCSDdDAEGKDaRGRL......TSVSHRIWRYAESM....GVKDSLMSAVR.SACHVGPTQDnafrdgqgWYNAIYLGAVFQLNEG­­­­­­..­­.­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
Q7ZZX5_PAGMA/1­110      ­­­­­­­­..­­­­­­­­­­­­­­­.­­­­­­­­YFVYSQASFR­­.­.­­­VSCSDgEEEGAGgHH­­
......TPLSHRISRSSESM....GSDVSLMSAVR.SACQNTAQDDsys.dgrgWYNTIYLGAVFQLNRGDRLWTE..TN.­QLSELETE­.EGKTFFGVFAL
TNFA_SPAAU/114­253      VEWKNGQG..QAFAQGGFRLVDNK­.IVIPHTGLYFVYSQASFR­­.­.­­­VSCSDgDEEGAGrHL­­
......TPLSHRISRYSESM....GSDVSLMSAVR.SACQNTAQEDsys.dgrgWYNTIYLGAVFQLNRGDKLETE..TN.­QLSELETD­.EGKTFFGVFAL
Q7T194_ACASC/114­253    VEWKNGQG..QAFAQGGFRLVDNK­.IVIPQTGLYFVYSQASFR­­.­.­­­VSCSDgDEEGAGrHL­­
......TPLSHTISRYSESM....GTDVSLMSAVR.SACQNTAHEDsys.dgrgWYNTIYLGAVFQLNRGDRLETE..TN.­QLSELETD­.EGKTFFGVFAL
Q6U817_LATJA/102­241    LEWKNGQG..QAFAQGGFRLVNNQ­.IVIPQTGLYFVYCQASFR­­.­.­­­VSCSNgDEEGAGkGL­­
......TPLSHRIWRYSDSI....GSKASLVSAVR.SACQSTTQEDsyr.agqgWYNTIYLGAVFQLNRGDRLWTE..TN.­QPSELETD­.EGKTFFGVFAL
Q5VJN5_ORENI/109­247    LEWRNGQG..QAFAQGGFKLEANK­.IIIPHTGLYFVYSQASFR­­.­.­­­
VICGNtDENEDE.EKSL......TILSHRIWRYSESM....GSSSTLMSALR.SACQDTIQDSfs...dhgWYNAIYLGAVFQLNEGDTLWTE..TN.­QLSELETD­.EGRTFFGVFAL
Q9IB41_PAROL/83­225     LVWKNDEG..LAFTQGGFELVDNH­.IIIPRSGLYSVYSQASFR­­.­.­­­
VSCSSdDADDGKeAAEKh....lTSISHRVWLFTESL....GTQVSLMSAVR.SACQKSQEDAyrd..gqgWYNAIYLGAVFQLNEGDKLWTE..TN.­MLSELETE­.SGKTFFGVFAL
Q9I8I0_SALFO/121­255    VQWRKDDG..QAFSQGGFKLQGNQ­.ILIPHTGLFFVYSQASFR­­.­.­­­VKCN­.­­­­­
GpGERT......TPLSHVICRYSDSI....GVNANLLSGVR.SVCQQNYGNAesn.igegWYNAVYLSAVFQLNEGDKLWTE..TN.­RLTDVEPE­.HGKNFFGVFAL
Q9DEP9_ONCMY/121­255    VQWRKDDG..QAFSQGGFKLQGNQ­.ILIPHTGLFFVYSQASFR­­.­.­­­VKCN­.­­­­­
GpGERT......TPLSHVIWRYSDSI....GDKGNLLSGVR.SVCQQNYGNDesn.igegWYNAVYLSAVFQLNEGDKLWTE..TN.­RLTDVEPE­.QGKNFFGVFAL
Q8AWC9_CYPCA/103­237    LDWKKNQD..QAFTSGGLKLVERE­.IIIPTDGIYFVYSQVSFH­­.­.­­­INCK­.­­
TNMTeDHDL......VHMSHTVLRYSDSY....GRYMPLFSAIR.TACAQASNTDd......lWYNTIYLGAAFKLRAGDRLRTE..TTeELLPSVETG­.DGKTFFGVFAL
Q8AW02_CYPCA/97­231     LDWKQNQD..QAFVSGGLELVDRE­.IIIPNDGIYFVYSQVSFH­­.­.­­­ISCK­.­­
HDMTeDQDV......VHMSHAVLRYSESY....GSYKPLFSAIR.SACVHASDSEd......lWYNTIYLGAAFNLRARDRLRTE..TTkELLPRVESE­.NGKTFFGVFAL
Q6T9C7_BRARE/102­234    LDWRDDQD..QAFSSGGLKLVNRE­.IIIPDDGIYFVYSQVSLH­­.­.­­­ISCT­.­­­­
SElTEEQ......VLMSHAVMRFSESY....GGKKPLFSAIR.SICTQEPESEn......lWYNTIYLGAAFHLREGDRLGTD..TTtALLPMVEND­.NGKTFFGVFGL
Q9TTJ2_BOVIN/46­93      LEWEDTY­..GIALVSGVKYKKGS­.LVINETGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQSCN­.­­­­­­.­NQP......L­­­­­­­­­­­­­....­­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­
........­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­..­­.­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
Q8MJ19_MACMU/50­154     LEWEDTY­..GIVLLSGVKYKKGG­.LVINETGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQSCT­.­­­­­­.­N­­......LPLSHKVYMRNSKY....PQDLVMMEGKMmSYCTTGQM­­
........WAHSSYLGAVFNLTSADHLYVN..VS.­EL­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
TNFL6_MACNE/159­280     LEWEDTY­..GIVLLSGVKYKKGG­.LVINETGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQSCT­.­­­­­­.­N­­......LPLSHKVYMRNSKY....PQDLVMMEGKMmSYCTTGQM­­
........WAHSSYLGAVFNLTSADHLYVN..VS.­ELSLVNFE­.ESQTFFGLYKL
TNFL6_MACMU/159­280     LEWEDTY­..GIVLLSGVKYKKGG­.LVINETGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQSCT­.­­­­­­.­N­­......LPLSHKVYMRNSKY....PQDLVMMEGKMmSYCTTGQM­­
........WAHSSYLGAVFNLTSADHLYVN..VS.­ELSLVNFE­.ESQTFFGLYKL
TNFL6_MACFA/159­280     LEWEDTY­..GIVLLSGVKYKKGG­.LVINETGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQSCT­.­­­­­­.­N­­......LPLSHKVYMRNSKY....PQDLVMMEGKMmSYCTTGQM­­
........WAHSSYLGAVFNLTSADHLYVN..VS.­ELSLVNFE­.ESQTFFGLYKL
TNFL6_CERTO/159­280     LEWEDTY­..GIVLLSGVKYKKGG­.LVINETGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQSCT­.­­­­­­.­N­­......LPLSHKVYMRNSKY....PQDLVMMEGKMmSYCTTGQM­­
........WAHSSYLGAVFNLTSTDHLYVN..VS.­ELSLVNFE­.ESQTFFGLYKL
TNFL6_HUMAN/160­281     LEWEDTY­..GIVLLSGVKYKKGG­.LVINETGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQSCN­.­­­­­­.­N­­......LPLSHKVYMRNSKY....PQDLVMMEGKMmSYCTTGQM­­
........WARSSYLGAVFNLTSADHLYVN..VS.­ELSLVNFE­.ESQTFFGLYKL
TNFL6_PIG/161­282       LEWEDTY­..GIALVSGVKYMKGS­.LVINDTGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQYCN­.­­­­­­.­N­­......QPLSHKVYTRNSRY....PQDLVLMEGKMmNYCTTGQM­­
........WARSSYLGAVFNLTSADHLYVN..VS.­ELSLVNFE­.ESKTFFGLYKL
Q861W5_FELCA/159­280    LEWEDTY­..GIALVSGVKYKKGG­.LVINDTGMYFVYSKVNFR­­.­.­­GQSCN­.­­­­­­.­N­­......QPLNHKVYMRNSKY....PQDLVLMEGKMmNYCTTGQM­­
........WARSSYLGAVFNLTSADHLYVN..VS.­ELSLVSFE­.ESKTFFGLYKL
Q6J3Q6_CANFA/10­131     LEWEDTY­..GIALVSGVKYKKGG­.LVINDTGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQSCN­.­­­­­­.­N­­......KPLNHKVYMRNSKY....PQDLMLMEGKImNYCTTGQM­­
........WARSSYLGAVFNLTSADHLYVN..VS.­ELSLVSFE­.ESKTFFGLYKL
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Q9WV90_MARMO/57­168     LEWEDTY­..GISLISGVKYQKGG­.LVINDTGLYFVYSKIYFR­­.­.­­GQSCN­.­­­­­­.­N­­......QPLSHKVYVKNSKY....PQDLVLMEGKMmNYCTTGQM­­
........WARSSYLGAVFNFTSNDHLYVN..VS.­ELSLINFEE.­­­­­­­­­­­
TNFL6_RAT/157­278       LEWEDTY­..GTALISGVKYKKGG­.LVINEAGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQSCN­.­­­­­­.­­­S......QPLSHKVYMRNFKY....PGDLVLMEEKKlNYCTTGQI­­
........WAHSSYLGAVFNLTVADHLYVN..IS.­QLSLINFE­.ESKTFFGLYKL
TNFL6_MOUSE/158­279     LEWEDTY­..GTALISGVKYKKGG­.LVINETGLYFVYSKVYFR­­.­.­­GQSCN­.­­­­­­.­N­­......QPLNHKVYMRNSKY....PEDLVLMEEKRlNYCTTGQI­­
........WAHSSYLGAVFNLTSADHLYVN..IS.­QLSLINFE­.ESKTFFGLYKL
Q8K3Y7_RAT/118­252      LHWENNLG..MAFTKNRMNYTNKF­.LVIPESGDYFIYSQITFR­­.­.­­GTTSECgDISRVRrPKKP......DSITVVITKVADSY....PEPAHLLTGTK.SVCEISSN­­
........WFQPIYLGAMFSLEEGDRLMVN..VS.­DISLVDYTK.EDKTFFGAFLI
Q80YZ0_MOUSE/118­252    LHWEHDLG..MAFTKNGMKYINKS­.LVIPESGDYFIYSQITFR­­.­.­­GTTSVCgDISRGRrPNKP......DSITMVITKVADSY....PEPARLLTGSK.SVCEISNN­­
........WFQSLYLGATFSLEEGDRLMVN..VS.­DISLVDYTK.EDKTFFGAFLL
Q8K3Y8_MOUSE/118­252    LHWEHDLG..MAFTKNGMKYINKS­.LVIPESGDYFIYSQITFR­­.­.­­GTTSVCgDISRGRrPNKP......DSITVVITKVADSY....PEPARLLTGSK.SVCEISNN­­
........WFQSLYLGAMFSLEEGDRLMVN..VS.­DISLVDYTK.EDKTFFGAFLL
Q5VWH1_HUMAN/40­174     LHWEHELG..LAFTKNRMNYTNKF­.LLIPESGDYFIYSQVTFR­­.­.­­GMTSECsEIRQAGrPNKP......DSITVVITKVTDSY....PEPTQLLMGTK.SVCEVGSN­­
........WFQPIYLGAMFSLQEGDKLMVN..VS.­DISLVDYTK.EDKTFFGAFLL
TNF14_HUMAN/112­240     LLWETQL­..GLAFLRGLSYHDGA­.LVVTKAGYYYIYSKVQLG­­.­.­­GVGCP­.­­­­LGlA­­­
......STITHGLYKRTPRY....PEELELLVSQQ.SPCGRATSSSr......vWWDSSFLGGVVHLEAGEEVVVR..VL.­DERLVRLRD.GTRSYFGAFMV
TNF14_MOUSE/110­239     LLWETRL­..GLAFLRGLTYHDGA­.LVTMEPGYYYVYSKVQLS­­.­.­­GVGCP­.­­­­­
QgLANG......LPITHGLYKRTSRY....PKELELLVSRR.SPCGRANSSR.......vWWDSSFLGGVVHLEAGEEVVVR..VP.­GNRLVRPRD.GTRSYFGAFMV
Q7TSL5_PERMA/164­301    LDWEASQE..EAFLRSGVQFSSTDG.LALPRDGIYYLYCHVGYR­­.­.­­GRAPP­.­­­
AGRgRARS......LTLRSALYRAGGAYg..rGSPELLLEGAE.TVTPVVDSVGyr....slWYTSVGFGGLVQIRSGERVYVN..IS.­HPDMVDYR­.RGKTFFGAVMV
Q6MG45_RAT/168­305      LSWEASQE..EAFLRSGAQFSRTHG.LALPQDGVYYLYCHVGYR­­.­.­­GRTPP­.­­­
AGRsRARL......FTLRSALYRAGGAYg..rGSPELLLEGAE.TVTPVVDPIGyg....slWYTSVGFGGLAQLRSGERIYVN..IS.­HPDMVDYR­.RGKTFFGAVMV
TNFC_MOUSE/168­305      LSWEASQE..EAFLRSGAQFSPTHG.LALPQDGVYYLYCHVGYR­­.­.­­GRTPP­.­­­
AGRsRARS......LTLRSALYRAGGAYg..rGSPELLLEGAE.TVTPVVDPIGyg....slWYTSVGFGGLAQLRSGERVYVN..IS.­HPDMVDYR­.RGKTFFGAVMV
TNFC_MARMO/152­293      LSWEAKKE..EAFLRSGTQFSGAEG.LALPQDGLYYLYCNVGYR­­.­.­­GRAPP­.­­
SGAGpQDRS......VTLRSSLYRAGGAYg..rGAPELLLEGAE.TVTPVLDRAGrpq.yrplWYTSVGFGGLVQLRRGERVYVN..IS.­HPDMVDYR­.RGKTFFGAVMV
TNFC_PIG/8­149          LGWEAKKE..EAFLRSGTQFSGAEG.LALPQDGLYYLYCHVGYR­­.­.­­GRAPP­.­­
PGGDpLDRS......VTLLSRLYRAGGAYg..pGTPELLLEGAE.TVTPVLDPSRrhe.ygplWYTSVGFGGLVQLRRGERVYVN..IS.­HPDMVDYR­.RGKTFFGAVMV
Q5TM22_MACMU/102­243    LGWEATKE..QAFLTSGTQFSDADG.LALPQDGLYYLYCLVGYR­­.­.­­GRAPP­.­­
GGAEpRGRS......VTLRSSLYRAGGAYg..pGTPELLLEGAE.TVTPVLDPAGrqg.ygplWYTSVGFGGLVQLRRGERVYVN..IS.­HPDMVDFA­.RGKTFFGAVMV
TNFC_PANTR/102­243      LGWETTKE..QAFLTSGTQFSDAEG.LALPQDGLYYLYCLVGYR­­.­.­­GRTPP­.­­
GGGDpQGRS......VTLRSSLYRAGGAYg..pGTPELLLEGAE.TVTPVLDPARrqg.ygplWYTSVGFGGLVQLRRGERVYVN..IS.­HPDMVDFA­.RGKTFFGAVMV
TNFC_HUMAN/102­243      LGWETTKE..QAFLTSGTQFSDAEG.LALPQDGLYYLYCLVGYR­­.­.­­GRAPP­.­­
GGGDpQGRS......VTLRSSLYRAGGAYg..pGTPELLLEGAE.TVTPVLDPARrqg.ygplWYTSVGFGGLVQLRRGERVYVN..IS.­HPDMVDFA­.RGKTFFGAVMV
TNFC_MACEU/101­249      LRWVSGYE..EAFLKSGTQFLGDEGlLALPQDGIYFLYCHIGYR­­.­.­­
GRAPSGgEQFRSQaGDPG......VPVTLSSQLFRARGasgsGEPELLLQGFEtVTPPVQHARGvgq..gplWYATVGFGGLVQLRGGEKIYVN..VS.­HLELVDFR­.RGKTFFGAVMV
TNF5_RAT/137­260        LQWAKKGY..YTMKSNLVVLENGRQ.LTVKREGLYYVYTQVTFC­­.­.­­SNREP­.­­­­­­.­LSQ......RPFIVSLWLKPSS­....GSERILLRAANtHSSSKLC­­­
........EQQSIHLGGVFELQAGASVFVN..VT.­EASQVIHG­.IGFSSIGLLKL
TNF5_MOUSE/137­260      LQWAKKGY..YTMKSNLVMLENGKQ.LTVKREGLYYVYTQVTFC­­.­.­­SNREP­.­­­­­­.­SSQ......RPFIVGLWLKPSS­....GSERILLKAANtHSSSQLC­­­
........EQQSVHLGGVFELQAGASVFVN..VT.­EASQVIHR­.VGFSSFGLLKL
TNF5_CALJA/138­261      LQWAEKGY..YTMSNNLVTLENGKQ.LTVKRQGLYYIYAQVTFC­­.­.­­SNREA­.­­­­­­.­SSQ......APFIASLCLKPPN­....RFERILLRAANtHSSAKPC­­­
........GQQSIHLGGIFELQPGASVFVN..VT.­DPSQVSHG­.TGFTSFGLLKL
TNF5_AOTTR/138­261      LQWAEKGY..YTMSNNLVTLENGKQ.LTVKRQGLYYIYAQVTFC­­.­.­­SNREA­.­­­­­­.­SSQ......APFIASLCLKPPN­....RFERILLRAANtHSSAKPC­­­
........GQQSIHLGGIFELQPGASVFVN..VT.­DPSQVSHG­.TGFTSFGLLKL
TNF5_MACMU/138­261      LQWAEKGY..YTMSNNLVTLENGKQ.LTVKRQGLYYIYAQVTFC­­.­.­­SNREA­.­­­­­­.­SSQ......APFIASLCLKSPG­....RFERILLRAANtHSSAKPC­­­
........GQQSIHLGGVFELQPGASVFVN..VT.­DPSQVSHG­.TGFTSFGLLKL
TNF5_HUMAN/138­261      LQWAEKGY..YTMSNNLVTLENGKQ.LTVKRQGLYYIYAQVTFC­­.­.­­SNREA­.­­­­­­.­SSQ......APFIASLCLKSPG­....RFERILLRAANtHSSAKPC­­­
........GQQSIHLGGVFELQPGASVFVN..VT.­DPSQVSHG­.TGFTSFGLLKL
TNF5_CERTO/138­261      LQWAEKGY..YTMSNNLVTLENGKQ.LTVKRQGLYYIYAQVTFC­­.­.­­SNREA­.­­­­­­.­SSQ......APFIASLCLKSPG­....RFERILLRAANtHSSAKPC­­­
........GQQSIHLGGVFELQPGASVFVN..VT.­DPSQVSHG­.TGFTSFGLLKL
TNF5_MACNE/117­240      LQWAEKGY..YTMSNNLVTLENGKQ.LTVKRQGLYYIYAQVTFC­­.­.­­SNREA­.­­­­­­.­SSQ......APFIASLCLKSPG­....RFERILLRAANtHSSTKPC­­­
........GQQSIHLGGVFELQPGASVFVN..VT.­DPSQVSHG­.TGFTSFGLLKL
TNF5_PIG/138­261        LQWAPKGY..YTLSTNLVTLENGRQ.LAVKRQGIYYIYAQVTFC­­.­.­­SNRDA­.­­­­­­.­AGQ......APFIASLCLRSPS­....GSERILLRAANtHSSSKPC­­­
........GQQSIHLGGVFELQPGASVFVN..VT.­DPSQVSHG­.TGFTSFGLLKL
TNF5_BOVIN/138­261      LQWAPKGY..YTLSNNLVTLENGKQ.LAVKRQGFYYIYTQVTFC­­.­.­­SNRET­.­­­­­­.­LSQ......APFIASLCLKSPS­....GSERILLRAANtHSSSKPC­­­
........GQQSIHLGGVFELQSGASVFVN..VT.­DPSQVSHG­.TGFTSFGLLKL
TNF5_CANFA/137­260      LRWAPKGY..YTISSNLVSLENGKQ.LAVKRQGLYYVYAQVTFC­­.­.­­SNRAA­.­­­­­­.­SSQ......APFVASLCLHSPS­....GTERVLLRAASsRGSSKPC­­­
........GQQSIHLGGVFELHPGASVFVN..VT.­DPSQVSHG­.TGFTSFGLLKL
TNF5_FELCA/137­260      LQWAPKGY..YTISSNLVTLENGKQ.LAVKRQGLYYIYAQVTFC­­.­.­­SNREA­.­­­­­­.­SSQ......APFIASLCLHSPS­....GSERVLLRAANaRSSSKPC­­­
........GQQSIHLGGVFELHPGASVFVN..VT.­DPSQVSHG­.TGFTSFGLLKL
TNF5_CHICK/152­272      LKWMTTS­..YAPTSSLISYHEGK­.LKVEKAGLYYIYSQVSFC­­.­.­TKAAAS­.­­­­­­.­­­­......APFTLYIYLYLPM­....EEDRLLMKGLDtHSTSTALC­­
........ELQSIREGGVFELRQGDMVFVN..VT.­DSTAVNVN­.PGNTYFGMFKL
TNF11_MOUSE/184­312     SSWYHDR­..GWAKISNMTLSNGK­.LRVNQDGFYYLYANICFR­­.­.­­HHETS­.­­­­
GSvPTDY......LQLMVYVVKTSIKI....PSSHNLMKGGS.TKNWSGNSEF........HFYSINVGGFFKLRAGEEISIQ..VS.­NPSLLDPD­.QDATYFGAFKV
TNF11_RAT/186­314       SSWYHDR­..GWAKISNMTLSNGK­.LRVNQDGFYYLYANICFR­­.­.­­HHETS­.­­­­
GSvPADY......LQLMVYVVKTSIKI....PSSHNLMKGGS.TKNWSGNSEF........HFYSINVGGFFKLRAGEEISVQ..VS.­NPSLLDPD­.QDATYFGAFKV
TNF11_HUMAN/185­313     SSWYHDR­..GWAKISNMTFSNGK­.LIVNQDGFYYLYANICFR­­.­.­­HHETS­.­­­­
GDlATEY......LQLMVYVTKTSIKI....PSSHTLMKGGS.TKYWSGNSEF........HFYSINVGGFFKLRSGEEISIE..VS.­NPSLLDPD­.QDATYFGAFKV
Q90WT9_CHICK/158­285    TRWEDST­..IHSHLQNITYRDGR­.LRVNQAGKYYVYSQIYFR­YsRdGAGARVS­.­­­­­­.­­­­
......VPQLVQCINWKTSY....SQPILLLKGVG.TKCWAPEAEY........GLHALYQGGLFELKAGDELFVS..VS.­­SLAIDYSD.AAASYFGAFRL
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Q9DDZ5_BRARE/84­212     HTWANKS­..FGAHLYNMTLTNGR­.LRVPQDGRYYLYSQVYFR­­.­.­­YPSPS­.­­­DSDqSSVS......HQLVQCIYKKTSY­
....LNPIQLLKGVG.TKCWAPDAEY........ALHSVYQGGLFELRAGDEVFVS..VS.­SPTMVYGE­.DSSSYFGAFRL
Q7ZYX9_BRARE/187­315    HTWANKS­..FGAHLYNMTLTNGR­.LRVPQDGRYYLYSQVYFR­­.­.­­YPSPS­.­­­DSDqSSVS......HQLVQCIYKKTSY­
....LNPIQLLKGVG.TKCWAPDAEY........ALHSVYQGGLFELRAGDEVFVS..VS.­SPTMVYGE­.DSSSYFGAFRL
Q5U675_HUMAN/152­275    NSWESSRS..GHSFLSNLHLRNGE­.LVIHEKGFYYIYSQTYFR­­.­.­­FQEEI­.­­­­KEnTKND......KQMVQYIYKYTSY­
....PDPILLMKSAR.NSCWSKDAEY........GLYSIYQGGIFELKENDRIFVS..VT.­NEHLIDMD­.HEASFF­­­­­
TNF10_HUMAN/152­280     NSWESSRS..GHSFLSNLHLRNGE­.LVIHEKGFYYIYSQTYFR­­.­.­­FQEEI­.­­­­KEnTKND......KQMVQYIYKYTSY­
....PDPILLMKSAR.NSCWSKDAEY........GLYSIYQGGIFELKENDRIFVS..VT.­NEHLIDMD­.HEASFFGAFLV
Q8K3G0_RAT/156­287      ETWESSRR..GHSFLNHVHLRNGE­.LVIQEEGLYYIYSQTYYR­­.­.­­FKEAKEaSKTVSKdGGRI......KQMVQYIYKYTSY­
....PDPILLMKSAR.NSCWSREAEY........GLYSIYQGGLFELKENDRIFVS..VT.­NEHLMDLD­.HEASFFGA­­­
TNF10_MOUSE/156­290     ESWESSRK..GHSFLNHVLFRNGE­.LVIEQEGLYYIYSQTYFR­­.­.­­FQEAEDaSKMVSKdKVRT......KQLVQYIYKYTSY­
....PDPIVLMKSAR.NSCWSRDAEY........GLYSIYQGGLFELKKNDRIFVS..VT.­NEHLMDLD­.QEASFFGAFLI
Q7T1F2_CHICK/156­290    HSWESSRR..GHSFLYNVELWNGE­.LVVPQTGFYYIYSQTYFR­­.­.­­FRENEDeDSGLLErIKNP......KQLVQYIYKLTNY­
....PDPILLMKSAR.TSCWSKKAEY........GLYSVYQGGVFQLKREDRIFVS..VS.­NSDIVDMD­.KEASFFGAFMI
Q6DHG9_BRARE/158­298    QSWESEK­..GLAFLQNVELSDGE­.LVVPQAGLYYIYSQTYFR­­.­.­­
HTLIEEdESAREDeYGSMgesvrgKPMLQYVYKKVSSY....QVPILLMKNAR.TTCWSRDSEY........GLYSIYQAGLFQLGSGDRVFVT..VS.­NVSTIDMD­.EKSSFFGAFLV
Q8JHJ4_CHICK/169­287    VPW­­­­­..LLSFKRGTALEEQGNkIVIKETGYFFIYGQVLYT­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­DTT......FAMGHLIQRKKAHVfgddLSLVTLFRCIQnMPQSYPN­­­
........­­NSCYTAGIAKLEEGDELQLT..IP.­RRRAKISLD.GDGTFFGAVRL
TN13B_HUMAN/166­284     VPW­­­­­..LLSFKRGSALEEKENkILVKETGYFFIYGQVLYT­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­DKT......YAMGHLIQRKKVHVfgdeLSLVTLFRCIQnMPETLPN­­­
........­­NSCYSAGIAKLEEGDELQLA..IP.­RENAQISLD.GDVTFFGALKL
TN13B_MOUSE/190­308     VPW­­­­­..LLSFKRGNALEEKENkIVVRQTGYFFIYSQVLYT­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­DPI......FAMGHVIQRKKVHVfgdeLSLVTLFRCIQnMPKTLPN­­­
........­­NSCYSAGIARLEEGDEIQLA..IP.­RENAQISRN.GDDTFFGALKL
TNF13_MOUSE/127­241     VMW­­­­­..QPVLRRGRGLEAQGDiVRVWDTGIYLLYSQVLFH­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­DVT......FTMGQVVSREGQ­­....GRRETLFRCIRsMPSDPDR­­­
........AYNSCYSAGVFHLHQGDIITVK..IP.­RANAKLSLS.PHGTFLGFVKL
Q8BXS2_MOUSE/296­410    VMW­­­­­..QPVLRRGRGLEAQGDiVRVWDTGIYLLYSQVLFH­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­DVT......FTMGQVVSREGQ­­....GRRETLFRCIRsMPSDPDR­­­
........AYNSCYSAGVFHLHQGDIITVK..IP.­RANAKLSLS.PHGTFLGFVKL
Q5PQL1_RAT/126­240      VMW­­­­­..QPALRRGRGLEAQGDtVRVRDTGIYLLYSQVLFH­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­DVT......FTMGQVVSREGQ­­....GRRETLFRCIKsMPSDPDR­­­
........AYNSCYSAGVFHLHQGDIITVK..IP.­RANAKLSLS.PHGTFLGFVKL
TNF13_HUMAN/136­250     VMW­­­­­..QPALRRGRGLQAQGYgVRIQDAGVYLLYSQVLFQ­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­DVT......FTMGQVVSREGQ­­....GRQETLFRCIR.SMPSHPDR­­
........AYNSCYSAGVFHLHQGDILSVI..IP.­RARAKLNLS.PHGTFLGFVKL
TNFL7_HUMAN/73­191      LYWQGGPA.lGRSFLHGPELDKGQ­.LRIHRDGIYMVHIQVTLA­­.­.­­­­ICS­.­­­­STtASRH......HPTTLAVGICSPA­....SRSISLLRLSFhQGC­­­­­­­
........­­­TIASQRLTPLARGDTLCTN..­­.­LTGTLLPSRnTDETFFGVQWV
TNFL7_MOUSE/75­193      LRWGAGPA.lGRSFTHGPELEEGH­.LRIHQDGLYRLHIQVTLA­­.­.­­­­NCS­.­­­­SPgSTLQ......HRATLAVGICSPA­....AHGISLLRGRFgQDC­­­­­­­
........­­­TVALQRLTYLVHGDVLCTN..LT.­­LPLLPSRN.ADETFFGVQWI
TNF18_HUMAN/67­170      SKWQMASS..EPPCVN­­KVSDWK­.LEILQNGLYLIYGQVAPN­­.­.­­­ANYN­.­­­­­­.­­DV......APFEVRLYKNKDMI....­­­­­­­­­­­.­­­QTLTN­­
........KSKIQNVGGTYELHVGDTIDLI..FN.­SEHQVL­­­.KNNTYWGIILL
Q80YG2_MOUSE/61­166     SKWHMTSP..KPHCVN­­TTSDGK­.LKILQSGTYLIYGQVIPV­­.­.­­DKKYI­.­­­­­­.­KDN......APFVVQIYKKNDVL....­­­QTLMN­­­.­­­­­­­­­­
........DFQILPIGGVYELHAGDNIYLK..FN.­SKDHIQ­­­.KNNTYWGIILM
EDA_MOUSE/272­385       NDWSR­­­..ITMNPKVFKLHPRSGeLEVLVDGTYFIYSQVEV­­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......YYINFTDFASYEVV....VDEKPFLQCTR.SIETGKT­­­
........NYNTCYTAGVCLLKARQKIAVK..MV.­HADISINMS.KHTTFFGAIRL
EDA_HUMAN/272­385       NDWSR­­­..ITMNPKVFKLHPRSGeLEVLVDGTYFIYSQVEV­­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......YYINFTDFASYEVV....VDEKPFLQCTR.SIETGKT­­­
........NYNTCYTAGVCLLKARQKIAVK..MV.­HADISINMS.KHTTFFGAIRL
EDA_BOVIN/272­385       NDWSR­­­..ITMNPKVFKLHPRSGeLEVLVDGTYFIYSQVEV­­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......YYINFTDFASYEVV....VDEKPFLQCTR.SIETGKT­­­
........NYNTCYTAGVCLLKARQKIAVK..MV.­HADISINMS.KHTTFFGAIRL
Q9V5G2_DROME/304­415    NDNERNSY..­­­­QGHFQTRDGV­.LTVTNTGLYYVYAQICYN­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­NSH......DQNGFIVF­­­­­­....QGDTPFLQCLNtVPTNMPH­­­
........KVHTCHTSGLIHLERNERIHLK.dIH.­NDRNAVLREgNNRSYFGIFKV
Q8IGD3_DROME/298­409    NDNERNSY..­­­­QGHFQTRDGV­.LTVTNTGLYYVYAQICYN­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­NSH......DQNGFIVF­­­­­­....QGDTPFLQCLNtVPTNMPH­­­
........KVHTCHTSGLIHLERNERIHLK.dIH.­NDRNAVLREgNNRSYFGIFKV
Q8MRW2_DROME/150­261    NDNERNSY..­­­­QGHFQTRDGV­.LTVTNTGLYYVYAQICYN­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­NSH......DQNGFIVF­­­­­­....QGDTPFLQCLNtVPTNMPH­­­
........KVHTCHTSGLIHLERNERIHLK.dIH.­NDRNAVLREgNNRSYFGIFKV
Q69HR0_CIOIN/178­304    TDWAPPD­..SHFKGFGTRHLNNDGyFTVPVAGVYFVYSQVVFNV­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­
......TNLPFMVSEIGVNV....DGQSTFSRCQFsNTLTRSTPRAss...trkRFVTCHSNGIVYMKANHGVSLS..VN.­PPSVEVFLA.PQYTYFGAFLI
Q8IZK7_HUMAN/131­166    SGWEEARI..NSSSPLRYNRQIGE­.FIVTRAGLYYLYCQ­­­­­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......­­­­­­­­­­­­­­....­­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­
........­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­..­­.­­­­­­­­­­.­­­­­­­­­­­
TNF12_HUMAN/131­248     SGWEEARI..NSSSPLRYNRQIGE­.FIVTRAGLYYLYCQVHFD­­.­.­­­EGKA­.­­­­­­.­­­­......VYLKLDLL­­­­­­
....VDGVLALRCLEeFSATAASSLG.......pQLRLCQVSGLLALRPGSSLRIR..­­.­TLPWAHLKAaPFLTYFGLFQV
Q6AYC1_RAT/131­248      SGWEETKI..NSSSPLRYDRQIGE­.FTVIRAGLYYLYCQVHFD­­.­.­­­EGKA­.­­­­­­.­­­­......VYLKLDLL­­­­­­
....VNGVLALRCLEeFSATAASSPG.......pQLRLCQVSGLLPLRPGSSLRIR..­­.­TLPWAHLKAaPFLTYFGLFQV
TNF12_MOUSE/131­248     SGWEETKI..NSSSPLRYDRQIGE­.FTVIRAGLYYLYCQVHFD­­.­.­­­EGKA­.­­­­­­.­­­­......VYLKLDLL­­­­­­
....VNGVLALRCLEeFSATAASSPG.......pQLRLCQVSGLLPLRPGSSLRIR..­­.­TLPWAHLKAaPFLTYFGLFQV
Q800J1_CHICK/114­232    LSLTDNGV..­­­­CDNIQCKSEE­.LVIRKQGLYLIYCHLNFH­­.­.­­FANCS­.­­­­­­.­HSP......TDLKIELLINNE­­....VNRQTLSTWCAsDSCQEK­­­­
........NFKTLFQLHLTYLKEEDRISST..LS.­HPKFLNEIHlPNDNVLGVLRY
TNFL8_MOUSE/118­235     LSWNEDGT..­­­­IHGLIYQDGN­.LIVQFPGLYFIVCQLQFL­­.­.­­­VQCS­.­­­­­­.­NHS......VDLTLQLLINSK­­....IKKQTLVTVCE.SGVQSKN­­­
........IYQNLSQFLLHYLQVNSTISVR..VD.­NFQYVDTNTfPLDNVLSVFLY
TNFL8_HUMAN/113­230     LSWNKDGI..­­­­LHGVRYQDGN­.LVIQFPGLYFIICQLQFL­­.­.­­­VQCP­.­­­­­­.­NNS......VDLKLELLINKH­­....IKKQALVTVCE.SGMQTKH­­­
........VYQNLSQFLLDYLQVNTTISVN..VD.­TFQYIDTSTfPLENVLSIFLY
Q6DI63_MOUSE/142­243    NSVVTNPQ..­­­­­GHYNPSTGK­.FTCEVPGLYYFVYYTSHT­­.­.­­ANLC­­.­­­­­­.­­­­......VHLNLNLARVA­­­....­­­­­­­­­­­.SFCDHMFN­­
........SKQVSSGGVLLRLQRGDEVWLS..VN.­DYNGMVGIE.GSNSVFSGFLL
Q80WE6_RAT/163­301      LNWHSQEGagSSYLSRGLRYEEDKKeLVVDSPGLYYVFLELKLS­­.­.PTSINTG­.­­­­­­.­
RKV......QGWVSLVLQAKPQV....DHLDSLALTVElFPCSMEDKLVd.....rsWNRLLRLKAGHRLSVDLRAYLHgaQD.­AYRDWELSH.ANTTSFGLFLV
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TNFL9_MOUSE/164­302     LNWHSQDGagSSYLSQGLRYEEDKKeLVVDSPGLYYVFLELKLS­­.­.PTFTNTG­.­­­­­­.­
HKV......QGWVSLVLQAKPQV....DDFDNLALTVElFPCSMENKLVd.....rsWSQLLLLKAGHRLSVGLRAYLHgaQD.­AYRDWELSY.PNTTSFGLFLV
TNFL9_HUMAN/107­240     LSWYSDPGlaGVSLTGGLSYKEDTKeLVVAKAGVYYVFFQLELR­­.RvVAGEGSG­.­­­­­­.­­­S......VSLALHLQPLRSA­....AGAAALALTVDlPPASSEAR­­
........NSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVH..LHtEARARHAWQLtQGATVLGLFRV
TNF4_MOUSE/77­181       ISSYKNEY..­­­­­QTMEVQNNS­.VVIKCDGLYIIYLKGSFF­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­
......QEVKIDLHFREDHN....PISIPMLNDGRrIVFTVVASLA........FKDKVYLTVNAPDTLCEHLQIN..DG.­ELIVVQLT­.PG­­­­­­­­­
TNF4_RAT/77­181         IGTSKNEY..­­­­­ETMEVQNNS­.VIINCDGLYLIHLKGSFF­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­
......QEVKINLHFRKDRS....PIFVPMLNNGQrVVFTVVTSLA........FKDEVYLTVNASDTLCEHLQIN..DG.­ELIIVQLT­.PN­­­­­­­­­
TNF4_HUMAN/77­182       LTSQKED­..­­­­­EIMKVQNNS­.VIINCDGFYLISLKGYFS­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......QEVNISLHYQKDEE....PLFQ­­
LKKVRsVNSLMVASLT........YKDKVYLNVTTDNTSLDDFHVN..GG.­ELILIHQNP.­­­­­­GEFCV
Q8IV74_HUMAN/27­132     LTSQKED­..­­­­­EIMKVQNNS­.VIINCDGFYLISLKGYFS­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......QEVNISLHYQKDEE....PLFQ­­
LKKVRsVNSLMVASLT........YKDKVYLNVTTDNTSLDDFHVN..GG.­ELILIHQNP.­­­­­­GEFCV
TNF4_RABIT/81­186       LPLQKRD­..­­­­­GTMEVQNNS­.VVIQCDGFYLLSLKGYFS­­.­.­­­­­­­­.­­­­­­.­­­­......QEVSISLHYRKG­­
....EEPFPILKKTKfANSNVVLKLG........YKDKVYLNVTTDSASCKQLSVN..AG.­ELIVILQNP.­
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LIITE 2: RAKENTEESEEN SOPIMATTOMAT MUTAATIOT
(TAULUKOSSA 3 KOROSTETUT)
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