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Arthrobacter nicotinovorans si Megaplasmidul pAO1
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Celule din Arthrobacter nicotinovorans Megaplasmidul pAO1

Capacitatea de a degrada xiloza

Mihasan, M. (2011): Megaplasmidul pAO1. Structurd i functie, Editura Universitatii “Al. I. Cuza” lasi,12-19
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Arthrobacter nicotinovorans pe medii cu si fara
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Diferente metabolice intre tulpinile pAO1+
si pAO1- Arthrobacter nicotinovorans

Mihasan, M. et al. (2013): Evidence of a plasmid-encoded oxidative xylose catabolic pathway in Arthrobacter nicotinovorans pAO1, Research in

Microbiology 164:22-30
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ORF32 - ORF42 : o cale metabolica implicata Tn degradarea xilozei

ORF32
(gntR) ATP-b erm perm PSBP ORF37

ORF42 ORF41 ORF40 ORF39 ORF38
(xdh) (aldh)
1 kB

Organizarea genica a megaplasmidei pAOLl.
I11 - gene implicate Tn metabolismul xilozelor

ORF38 — Codifica o presupusa 2-keto-gluconat-dehidrogenaza

Mihasan, M. et al. (2013): Evidence of a plasmid-encoded oxidative xylose catabolic pathway in Arthrobacter nicotinovorans pAO1,
Research in Microbiology, 164, 22-30
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Motivatia lucrarnu
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>0i|25169060|emb|CAD47896.1| 2-keto-gluconate dehydrogenase- Secventa din
like protein baza de date '
[Arthrobacter nicotinovorans] A
MKKYDLTDDDVAVIIGSGPGGATLALRLVQQGLKVVLLEAG
PWITNDKFINDERESYKQLTWTDTRLATGSWSLAKDFPGSP
AWNGKAVGGTATFWTGLTPRFKWHEFKTHTYYGDLPDGTI
ADWPLDLDELDHYYTAAEKAVGASHRHGRPPLPASNGYKV
LANGAERIGYRHYATGPYATNVEPYDGRPGTVQDGFAMAG
DKSRAKWSPLVSEIPKALATGLLELRTEAQAVQITLGPDGRA
DGVVYTDTVGNLQRQRARLVAVAGNAIETPRLLLLSATSGH [

TDGLANSSGQVGRNYMRHTTGLVYAEFPNEVHMYRGEPM B — .
AGIISDESRHDPSRGFVGGYY IEMIAQGLPSFSTFMSPGEWGP — \\1
QFTEKVEAYTRTAALWICGEDVPQASNRVTLSNTVTDRLGL Subiect — —

PAPVVHYDDHPNDIAMRNHGYEQGEKLFKSVGAIRTTRAPG
MPSGHNLGTARMSQKPDEGVVNSFGQAHDVPNLFVSDGSQ
FTTGAAANPTLTIVALSMRQGDYIGRQLSAAAL

Secventa de aminoaacizi pentru gena C :
> : Subiect
ORF 38 s, | ~se

Cei trei pasi in cadrul algoritmului BLAST. A: generarea unei liste de secvente similare cu
secventa tinta; B: cautarea de potriviri cat mai exacte intre subiect si elementele listei
generate anterior; C: generarea de zone perfect aliniate(MSP engl. Maximal segment pairs)
prin extinderea stanga si dreapta atat timp cat creste scorul

GenBank: CAD47896.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/25169060?report=fasta
Haubold, B., & Wiehe, T. (2006). Introduction to Computational Biology: An Evolutionary Approach, 329.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/25169060?report=fasta

Platforme In-silico utilizate
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« ProtParam calculeaza diferite proprietati fizico-chimice, care pot fi
deduse dintr-o secventa de proteine, nefiind necesare informatii
suplimentare privind proteina in cauza.

« Swiss-Model foloseste modelarea pe baza de omologie, ca metoda de
predictie. Utilizeaza sabloane cu structura provenita din baza de date
cu structuri tridimensionale RCSB PDB (RCSB Protein Data Bank,
http://www.rcsb.org). Poate fi considerat pionier in domeniul modelarii
automate deoarece reprezinta prima alternativa in modelarea de
proteine disponibila pe internet



|dentificarea sabloanelor omoloage cu ORF38
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Grad de Origine Functie demonstrata
Nr.crt Cod (SMTL) Denumire . Rol .
omologie experimentala

Resturile de histidina din centrul activ al acestei flavin oxidaza,au

2 Imxt.1.A Colesterol oxidaza 20,84 un rol deosebit de important in reactiile redox actionand defapt ca Streptomyces sp Nu

o legatura de hidrogen donoare decat una acceptoare

Streptomyces sp. SA-

3 3cnj.1.A Colesterol oxidaza 20,27 Functia nu este precizata in textul de referinta 00 Da
) ] Este o flavoenzima ce catalizeaza oxidarea si izomerizarea a 3 Streptomyces sp. SA-
5 3ayj.1.A Colesterol oxidaza 20,13 . . Da
beta-hidroxisteroizi. COO

Oxidarea cofactorilor flavinei reduse cu ajutorul oxigenului este

6 3ljp.1.A Colin oxidaza 20,13 o reactie foarte importanta din care rezulta apa si piroxid de Arthrobacter globiformis Da
hidrogen
) ) Este o flavoenzima ce catalizeaza oxidarea si izomerizarea a 3 Streptomyces sp. SA-
7 3aqyi.l.A Colesterol oxidaza 20,09 Da
beta-hidroxisteroizi. COO

. . Catalizeaza oxidarea unui numar de carbohidrati folosinf .
9 1tzI.1.A Piranoz oxidaza 19,07 dioxi Peniophora sp. SG Da
ioxigen

Catlizeaza oxidarea a diverse zaharuri in pozitia C2 in timp ce
10 3bg7.1.A Piranoz oxidaza 19,03 concomitent electronii sunt transferati catre oxigen la fel se Trametes ochracea Da

intampla si pentru acceptori alternativi de electroni .

Proteine cu secventd de aminoacizi similara cu ORF38



http://swissmodel.expasy.org/templates/1coy.1
http://swissmodel.expasy.org/templates/1mxt.1
http://swissmodel.expasy.org/templates/3cnj.1
http://swissmodel.expasy.org/templates/2jbv.1
http://swissmodel.expasy.org/templates/3gyj.1
http://swissmodel.expasy.org/templates/3ljp.1
http://swissmodel.expasy.org/templates/3gyi.1
http://swissmodel.expasy.org/templates/4mig.1
http://swissmodel.expasy.org/templates/1tzl.1
http://swissmodel.expasy.org/templates/3bg7.1

Descrierea modelelor obtinute
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Modelul 1/ 1coy.1.A
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Modelul 2 / 2jbv.1.A

Modelul 3 / 4mig.1.A

Parametri
Gradul de 0.86 0.89 0,93
E!.COIJE‘I‘:IIE
Alinierea
6—517 7-513 9-518
(Range)
Gradul de
similaritate 0.3 0.29 0.29
.Starea. . Monomer Monomer Homotetramer
oligomerici
Metoda de
determinare a Raze X Raze X Raze X
structurt 3D
Rezolutia 180 A 1.86 A 1.80 A
GMQE 0,54 0.56 0.56
QMEAN -812 - 6,56 -526
Parametrii utilizati de catre Swiss-Model pentru descrierea modelelor tridimensionale



Analiza situsul catalitic
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AA prezenti in structura | AA cu rol activ in oxidare
situsului catalitic Rolul catalitic al template-
Template Model Template Model ului
Phe 359 Tyr 345 His 447 His 454
Model 1 Tyr 446 Gly 453 Asn 485 Asn 497 | Catalizeaza oxidarea si
1coy.1.A Met 325 Leu 307 Glu 361 Glu 347 | izomerizarea 3-beta-hidroxi
o lle 218 Met 200 Asn 321 His 303 | steroizi
Phed44 Pro 451 Asn 323 Thr 305
Val 464 Ser 452 His 466 His 454 . .
Asn 462 Met 450 Asn 512 Thr499 |- Cfltallzfiazvé Olelayefl '
Tyr 465 Gly 453 Glu 312 lle 349 | colinei pana la glicina si
Thr 376 Trp 383 His 351 Thr305 | betaind; .
Model 2 | phe357 | ser3ss His 99 Phe9s |-Rolinlegareasi
2jbv.1.A Trp 331 Gly 326 pozitionarea substratului de
Trp 61 Arg 54 alcool pentru cataliza;
- Responsabil de eliminarea
lle 103 Leu 99 hidroxilului H + din colini ;
Tyr 476 - His 567 His 454
Arg 492 Trp383 Asn 610 Asn 497 | catalizeazi oxidarea B-D-
Asp 472 - GlIn 468 GIn 368 | glucozelor pani la zaharul 2-
Model 3 His 470 Thr 370 Asp 472 Lys 372 ceto corespunzator
4mig.1.A | Thr 174 Thr 97 Tyr 476 - concomitent cu formarea
Leu 576 Arg 443 Ala 565 Ser 452 | peroxidului de hidrogen in
Gln 468 Pro 354 timpul solubilizarii ligninei.
Phe 474 -

Aminoacizii cu rol catalitic din structura template-urilor selectate si
corespondentii lor in structura modelelor tridimensionale



Analiza situsul catalitic

WWW.uaic.ro

Modelul ORF 38 generat pe baza sablonului 1coy.1.A, Modelul ORF 38 generat pe baza sablonului 2jbv.1.A,
aminoacizii catalitici: His 454, Asn 497, Glu 347, His aminoacizii catalitici: His 454, Thr 499, lle 349,
303, Thr305. Thr305, Phe95.

Modelul ORF 38 generat pe baza sablonului 4mig.1.A,
aminoacizii catalitici: His 454, Asn 497, GlIn 368, Lys
372, Ser 452.



Concluzil
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* Prin comparare cu datele din literatura legate de rolul genei1 ORF 38,
acest studiu confirma posibila functie de reducere a glucidelor comune
dar fara specificitate fata de un anumit compus glucidic.

* Modelul obtinut prin alinierea gene1 ORF 38 cu sablonul 4mig.1
obtine cel mai bun scor QMEAN s1 GMQE, ceea ce il include in lista
pentru viitoare studii ce au la baza gena ORF 38.

« In urma analizei situsului catalitic aminoacizii His 454, Asn 497, Glu
347, GIn368 se regasesc in macar doua din cele trei modele 3D, deci
putem presupune ca acesti aminoacizi au rol activ in reducerea
oxidativa a glucidului necunoscut.
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