Sequenzanalyse von Proteinen 1|

Sequenzalignment und Pattern Search der Glucose Oxidasen

Consensus synbol s:

! is anyone of IV e Enzym — Coenzym Kont akt e
$ is anyone of LM e Li gander kennung, Mechani snus
% is anyone of FY N d ycol ysi erung
# is anyone of NDQEBZ X, Y GMC- Oxi dor edukt ase Si gnat uren
Nanme: 1CF3Ax0 Len: 588 Aspergillus niger
Nanme: 1GPEBx1 Len: 588 Penicilium amagasaki ense
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| dentifizierung von Sequenzmustern mit Prosite

Die Prosite Datenbank enthalt eine Zusammenstellung von Sequenzmustern, die
einer definierten Funktion zugeordnet werden kénnen oder in Proteinfamilien
konserviert sind.
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Syntax

- Jede Sequenzposition im Motiv ist durch einen Bindestrich getrennt

- Ein Buchstabe steht fur eine Aminosaure, die in dieser Position vorkommt.
- {...} eht flr einen Satz von verbotenen Aminosauren

- [...] steht fir einen Satz von erlaubten Aminosauren

- (n) steht fur eine n-fache Wiederholung

- (n,m) steht fur eine n bis m-fache Wiederholung

- x eine beliebige Aminosdure

Beispie
[AG]-x(4)-G-K-[ST]

Signifikanz der Prosite Resultate
(YA)-x-D-T-D-S-(LIVM)

Relative Haufigkeit der Aminosauren in Sequenzdatenbanken

Y  Tyr 0.032 A Ala 0077
D Ay 0052 T Thr 0058
S  Sa 0071 L  Leu 0091
| lle  0.054 V  va 0065

M Met 0.023



Die Wahrscheinlichkeit fur das zuféllige Auftreten dieses Motivs betragt

(0.032+0.077) - 0.052 - 0.058 - 0.052 - 0.071 - (0.091 + 0.054 + 0.065 + 0.023) =2.83-10°

Wenn man eine Datenbank mit 10° Sequenzen durchsucht, betrégt die erwartete Anzahl von
Treffern 283.

Prosite Pattern Search fur die Glucose Oxidase

N-gl ycosyl ation site.
N-{P}-[ST]-{P}.
Random zed probability: 5.138e-03 .

Site : 43 to 46 N SV. ldentity.
Site : 89 to 92 NQTA. ldentity.
Site : 161 to 164 NASC ldentity.
Site : 168 to 171 NGIV. ldentity.
Site : 258 to 261 NGIT. ldentity.
Site : 355 to 358 NETF. ldentity.
Site : 388 to 391 NITA ldentity.
Site: 473 to 476 N SN ldentity.

Protei n ki nase C phosphorylation site.

[ ST]-x-[RK].
Random zed probability: 1.423e-02 .

Casein kinase Il phosphorylation site.

[ ST] -x(2)-[DE].
Random zed probability: 1.482e-02 .

N-nyri stoylation site.
G { EDRKHPFYW - x( 2) - [ STAGCN] - { P} .
Random zed probability: 1.397e-02 .

Regul at or of chronobsone condensati on (RCCl) signature 2.

[ LI VMFA] - [ STAGC] (2) - G x(2) - H [ STAGLI ] -[ LI VMFA] - x-[ LI VM .
Random zed probability: 1.710e-06 .

GMC oxi dor educt ases signature 1.

Prosite access nunber: PS00623

Prosite docunentation access nunber: PDOC00543

[GA]-[RKN] - x-[LIV] - 2)-[GST] (2)-x-[LIVM - N-x(3)-[ FYWA] - x(2) -
[ PAG - x(5) - [ DNESH] .

Random zed probability: 8.116e-11 .

Site : 97 to 120 GNGLGGSTLVNGGTW RPHKAQVD. | dentity.



GVC oxi dor educt ases signature 2.

Prosite access nunber:

PS00624

Prosite docunentation access nunber:
[ GS]-[ PSTA] -x(2)-[ST]-P-x-[LIVM (2)-x(2)-S-G[LIWM-G

Random zed probability:

Site: 290 to

1. 087e-09 .

304 GSAVSPTI LEYSA G

7 different patterns found.

N-Acetylglucosamin ist an 7 von potentiellen 8 der Glycosilierungspositionen der Glucose

Oxidase gebunden

GM C-Oxidoreduktasen
Glucose Oxidase :

Methanol Oxidase:

Cholin Dehydrogenase:

Glucose Dehydrogenase:

Glucose + O, ->
Methanol + O, ->
CH3OH

Cholin + ? ->

*N(CHa)s -(CH2),-OH

Glucose + ? ->

PDOC00543

ldentity.

Gluconolacton + H>0O»

Acetaldehyd + H,O,
CHsCHO

Betain Acetaldehyd + ?
*N(CHa3)3 -CH2-CHO

Gluconolacton + ?



Bisherige Ergebnisse der Sequenzanalyse der Glucose Oxidasen

Paarweises Sequenzalignment

- Die FAD-bindenden Aminosauren sind weitgehend konserviert, ebenso die Aminosauren,
die an der Substraterkennung bzw. am Mechanismus beteiligt sind.

- Die Sequenzidentitét liegt bei 65%.

- Wegen der hohen Sequenzidentitét lassen sich die funktionell relevanten Aminosauren nur

schwer identifizieren.

Prosite Pattern Search

- Die Proteine lassen sich den GM C-Oxidoreduktasen zuordnen.

- Die GMC-Signaturen Uberlappen teilweise in der Sequenz mit den den FAD-bindenden
Aminosauren.

- Inder Aspergillus niger Sequenz finden sich 8 potentielle Glycolysierungsstellen, die zu
50% auch in der Penicilium amagasakiense Sequenz vorkommen.

- Aminosauren, die am Mechanismus und an der Substratbindung beteiligt sind, werden
nicht erkannt.

- Eswerden weitere Sequenzmuster gefunden, deren Funktion im Zusammenhang mit der
Glucose Oxidase bisher nicht fest steht.



Multiples Sequenzalignment von GM C-Oxidoreduktasen

Multalin version 5.3.2
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Ergebnisse des multiplen Alignments der GM C-Oxidasen

- 9% der Aminosdauren sind konserviert.

- weitere 24% der Aminosauren sind in mindestens 2 Enzymen konserviert.

- Eingrof3er Anteil davon besteht aus Aminosauren, die bei der Glucos Oxidase das FAD
binden.

- Die Glykolisierungsmuster sind nicht konserviert und haben daher keine allgemeine
Bedeutung fur die GM C-Oxidoreduktasen.

- Substratbindende Aminosduren sind meist nicht konserviert. Unterschiedliche Substrate
bzw. Mechanismen erfordern unterschiedliche Funktionalitéten und Geometrien im

aktiven Zentrum.



