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Identifizierung des zu untersuchenden Proteins

Unsere Gruppe untersuchte in diesem Versuch die Proteinsequenz GENVKIPVAIKEL. Um
herauszufinden, welche Proteine sich dahinter verbergen konnten, fiihrten wir eine BLAST-
Suche' (Untermenti ,,search for short, nearly exact matches”, da diese Methode fiir kurze
Sequenzen besser geeignet ist als BLASTP) unter Verwendung der SWISSPROT-Datenbank®
durch.

3oore E
Sequences productihg sighificant alighments: [Bits) Value
gi|el75066|sp| PO4412 | EGFR DREOME Epidermal growth factor recep... 43.5 6e-05
gi| 2811086 sp| POOS3S | EGFR HUMAN Epidermal growth factor recep... 39.7 Se-04 Eﬂ
gi| 1352359 | sp| Q01279 | EGFR MOU3E Epidermal growth factor receptor 39.7 Se-04 5
gi]| 125346 =2p| POOSS35| EREE AVIER Tyvrosihe-protein Kinase transform 39.7 Se-04
gi| 6016434 |sp| POO0S34| EREE ALY Tyrosine-protein kinase transformi 39.7 Se-04
gi| 527582769 sp| 015735 EREEE CANFA PReceptor tyrosine-protein k... 37.5 0,003 5
gi]| 119533 | sp| PO46e2 6| EREEZ HUMAN PFeceptor tyrosine-protein kin. .. 37.5 0,003 5
gi]| 3913591 | sp| 060553 | EREEZ MESAU FReceptor tyrosine-protein ki... 37.5 o.0a3

- [ |

Abb. 1: die ersten acht Zeilen des von BLAST gezeigten Ergebnisses der Proteinsuche

Das Ergebnis (s. Abb. 1) legt nahe, dass es sich bei dem gesuchten Protein um den Epidermal
growth factor receptor (EGFR) precursor aus Drosophila melanogaster handeln konnte,
weswegen wir uns fiir unsere weitere Analyse auf dieses Protein festlegten und fiir die
weiteren Analysen die bei NCBI’ hinterlegte DNS-Sequenz (s. S. 9) dieses Proteins
verwendeten.

Informationen zum Protein

Da das von uns untersuchte Protein aus Drosophila stammt, informierten wir uns zunédchst auf
FLYBASE! iiber die Funktion des EGFR. Wie dort nachzulesen ist, hat der auf dem
Chromosom 2R liegende EGFR eine Fiille von Aufgaben, die uns am ehesten unter dem
Stichwort ,,Entwicklung® zusammenfassbar zu sein schienen (z.B. Bildung des anterior-
posterior-Musters, Gehirnentwicklung, Blastodermsegmentierung uvm.). Des Weiteren
fanden wir dort heraus, dass EGFR eine Transmembranrezeptor- sowie eine Protein-Tyrosin-
Aktivitat aufweist und ATP bindet.

Um zu vergleichen, wie verwandt die von uns in Abbildung 1 gefunden Proteine sind, fiihrten
wir mit CLUSTALW® ein multiples Alignment der Sequenzen der EGFRs von Mensch, Maus
und Fruchtfliege sowie der erbB2-Sequenzen von Mensch und Maus durch. Das Ergebnis (s.
Abb. 2) zeigte, dass sich sowohl die erbB2-Sequenzen als auch die EGFR-Sequenzen von
Mensch und Maus untereinander stark dhneln, der EGFR von Drosophila jedoch strukturell
am weitesten von den vier anderen Sequenzen abweicht. Dies war zu erwarten, da sich
Mensch und Maus evolutiv betrachtet als Sdugetiere viel ndher stehen als der Fliege als
Arthropode. Dass sich jedoch die vertebraten Sequenzen von erbB2 und EGFR untereinander
wohl niher stehen als alle drei EGFR-Sequenzen, war interessant.

" http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

% Auf der unter 1 genannten Homepage kann man zwischen mehreren Datenbanken auswihlen — swissprot war
die einzige von uns ausprobierte Datenbank, die gute Ergebnisse lieferte

> http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

* http://www.flybase.org

3 http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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Abb. 2: multiples Alignment der oben beschriebenen Sequenzen

Sekundarstruktur

Wir verwendeten SIGNALP®, um uns vermutlich vorhandene Signalpeptidsequenzen anzeigen
zu lassen, da es sich bei unserem Protein um einen Precursor, den Vorldufer eines reifen
Proteins, handelt.

Das Ergebnis (s. Abb. 3) zeigt eine Signalpeptidsequenz (griin) fiir ein sekretorisches Protein
an, die mit hoher Wahrscheinlichkeit (blau) zwischen der 32 und 33 Aminosiure des
Vorlauferproteins abgespalten wird.
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Abb. 3: Ergebnis der Signalpeptidanalyse von SIGNALP

Bei der Suche nach der Sequenz des reifen EGFR sahen wir uns einem unerwarteten Problem
gegeniiber: Vom EGFR aus Drosophila melanogaster gibt es zwei Isoformen, A und B (siche
Anhang 1, S. 10). Drosophila simulans hingegen hat nur eine Form, wie uns beim Betrachten
der Ergebnisse unserer Suche nach ,,EGFR drosophila“ bei NCBI auffiel. Ein Vergleich der
drei Sequenzen zeigte, dass der EGFR aus Drosophila simulans sowohl Isoform A als auch
Isoform B des EGFR aus Drosophila melanogaster sehr dhnlich ist (siche Alignment durch
CLUSTALW’, Anhang 2, S. 11f), sogar dhnlicher als die Isoformen untereinander. Das lésst
sich dadurch erkldren, dass sich die beiden Isoformen an ihrem N-Terminus stark
unterscheiden — moglicherweise handelt es sich hierbei um weitere Signalpeptid-,
Rezeptorsequenzen oder dhnliches. Fiir unsere weiteren Analysen verwendeten wir den EGFR
aus Drosophila simulans, da wir hierbei nur eine Sequenz verwenden mussten.

8 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
7 http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html
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Da wir unser Wissen, dass es sich bei EGFR um ein Transmembranprotein handelt, lediglich
aus der NCBI-Datenbank hatten, gaben wir unsere Aminosduresequenz  zur
Transmembrananalyse in PHOBIUS® ein.
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Abb. 4: Ergebnis der Transmembrandoméanenanalyse mit Phobius

Das Ergebnis (s. Abb. 4) zeigt uns zwei mogliche Transmembrandoménen an, wovon jedoch
nur eine (die erste) von PHOBIUS als gesichert erachtet und als zwischen Aminosédure (AS)
768 und 791 befindlich angezeigt wird.

Zur Sicherung der hier gezeigten Daten fiihrten wir eine weitere Transmembrananalyse mit
sosur’ durch.
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Abb. 5: Anzeige der Transmembrandoméne durch sosul

Auch sSOSUI zeigt uns nur eine Transmembrandomine an (s. Abb. 5), und zwar zwischen AS
765 und 787. Die beiden vorhergesagten Transmembrandominen sind also ziemlich genau
gleich lang (24 und 23 AS) und ungefihr an derselben Position (768 — 791 und 765 — 787 AS,
d.h. 19 von 23 AS Uberlappung).

8 http://phobius.cgb.ki.se/
° http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosui_submit.html
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Konservierte Doménen (s. Abb. 6a und 6b), die im EGFR enthalten sind, fanden wir, wie die
Sequenz selbst, auf der NCBI-Homepage.

FU TiPHc

Recep_L_do Furin-like

Abb. 6a: konservierte Domanen im EGFR

O smart00261 Funn-like repeats

& 00757 Furin-like cysteine rich region
™9  pfam010320 Eeceptor L domain

B -a00192 Tyrosine kinase, catalytic domain

Abb. 6b: Legende zu Abb. 6a

Um die Sekundirstrukturelemente des EGFR von Drosophila simulans vorherzusagen,
verwendeten wir GOR IV'’, welches uns folgende Sekundirstrukturelementanordnung (s.
Abb. 7; rot = Faltblétter, blau = Helices) vorschlug:

HMiM&HMMMJMMMM
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Abb.7: von GOR IV vorhergesagte Sekundarstrukturelemente des EGFR; blau: Helices; rot: Faltblatter

Man erkennt zwischen AS 800 und 1100 einen Bereich, der stark von Helices geprigt ist.
Kurz vor AS 800, sprich dort, wo die Transmembrandoméne liegen sollte, befinden sich laut
der Sekundérstrukturvorhersage Faltblattstrukturen.

Tertiarstruktur

Die Vorhersage der Tertidrstruktur lieBen wir von SWISSMODEL'" im ,,First Approach Mode*
durchfiihren. Dieses sandte uns eine Tertidrstruktur zu, die in Abbildung 8 zu sehen ist.

10 http://npsa-pbil.ibep. fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
" http://swissmodel.expasy.org/

Seite 5 von 13



Protokoll Versuch D2, Gruppe 8

Abb. 8: von SwissModel vorgeschlagene Sekundéarstruktur

Die vorgeschlagene Struktur wollten wir gerne mit der echten Struktur vergleichen. Leider ist
der EGFR aus Drosophila simulans noch nicht geldst und in die PROTEIN DATA BANK'?
(PDB) eingegeben, daher verwendeten wird die Struktur der Aminosduren 1 — 501 des
menschlichen EGFR im Komplex mit TGFa., die unter der ID 1MOX bei der PDB
gespeichert ist (s. Abb. 9).

12 http://www.rcsb.org/pdb/

Seite 6 von 13



Protokoll Versuch D2, Gruppe 8

Abb. 9: die unter 1IMOX gespeicherte Struktur des humanen EGFR

Zum Vergleich iiberlagerten wir die beiden Strukturen, wie in Abbildung 10 zu sehen ist (die
Farbgebung wurde zwecks Ubersichtlichkeit beibehalten).
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Abb. 10: Uberlagerung der vorgeschlagenen mit der gelésten Struktur

Man sieht, dass die vorgeschlagene Struktur an und fiir sich gut passt, in der Mitte des
Molekiils jedoch eine Drehung beschreibt, die verhindert, dass auch die zweite Hilfte des
Molekiils mit der tiirkis eingefarbten Kette des humanen EGFR zur Deckung gebracht werden
kann.

Fazit

AbschlieBend kann man sagen, dass die Strukturvorhersage recht gut geklappt hat, jedoch
wurde besonders die Tertidrstruktur ja nicht de novo bestimmt, sondern aufgrund von
Strukturvergleich (SWISSMODEL arbeitet auf dieser Basis). Die Ubereinstimmung ist also
nicht unbedingt iiberraschend.
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Anhang 1: Aminosauresequenzen
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Aminosiuresequenz des EGFR-Precursors aus Drosophila melanogaster
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Aminosiuresequenz des EGFR aus Drosophila simulans
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Aminosiuresequenz des EGFR Isoform B, Drosophila melanogaster
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Aminosiduresequenz des EGFR Isoform A, Drosophila melanogaster
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Anhang 2: Vergleich des EGFR von Drosophila simulans mit den EGFR Typ A und B,
durchgefihrt von http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

ClustalW Results

Scores Table

SegA Name Len(aa) SegB Name Len(aa) Score
1 egfr-ds 1325 2 egfr-dm-a 1377 99

1 egfr-ds 1325 3 egfr-dm-b 1426 99

2 egfr-dm-a 1377 3 egfr-dm-b 1426 96
Alignment

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment
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NLRDRYTNCTYVDGNLELTWLPNENLDLSFLDNIREVTGY IL1SHVDVKKVVFPKLQIIR

B R

GRTLFSLSVEEEKYALFVTYSKMYTLEIPDLRDVLNGQVGFHNNYNLCHMRTIQWSEIVS
GRTLFSLSVEEEKYALFVTYSKMYTLEIPDLRDVLNGQVGFHNNYNLCHMRTIQWSEIVS
GRTLFSLSVEEEKYALFVTYSKMYTLEIPDLRDVLNGQVGFHNNYNLCHMRT IQWSEIVS

NGTDAYYNYDFTAPERECPKCHESCTHGCWGEGPKNCQKFSKLTCSPQCAGGRCYGPKPR
NGTDAYYNYDFTAPERECPKCHESCTHGCWGEGPKNCQKFSKLTCSPQCAGGRCYGPKPR
NGTDAYYNYDFTAPERECPKCHESCTHGCWGEGPKNCQKFSKLTCSPQCAGGRCYGPKPR

KAk Khk

R T

ECCHLFCAGGCTGPTQKDC IACKNFFDEGVCKEECPPMRKYNPTTYVLETNPEGKYAYGA
ECCHLFCAGGCTGPTQKDC IACKNFFDEGVCKEECPPMRKYNPTTYVLETNPEGKYAYGA
ECCHLFCAGGCTGPTQKDC IACKNFFDEGVCKEECPPMRKYNPTTYVLETNPEGKYAYGA

EAEEAIXEAAXEAAXAXAEAAXAAXAXAEAAXAEAAXAALAAAXAAXAXAAXAAXAXAAXAAAXAAXAXAAAAAXAALAXAA)X

TCVKECPGHLLRDNGACVRSCPQDKMDKGGECVPCNGPCPKTCPGVTVLHAGNIDSFRNC
TCVKECPGHLLRDNGACVRSCPQDKMDKGGECVPCNGPCPKTCPGVTVLHAGN IDSFRNC
TCVKECPGHLLRDNGACVRSCPQDKMDKGGECVPCNGPCPKTCPGVTVLHAGNIDSFRNC

TVIDGNIRILDQTFSGFQDVYANYTMGPRY I PLDPERLEVFSTVKEITGYLNIEGTHPQF
TVIDGNIRILDQTFSGFQDVYANYTMGPRY IPLDPERLEVFSTVKEITGYLNIEGTHPQF
TVIDGNIRILDQTFSGFQDVYANYTMGPRY I PLDPERLEVFSTVKEITGYLNIEGTHPQF

B L S

RNLSYFRNLET IHGRQLMESMFAALAIVKSSLYSLEMRNLKQISSGSVVIQHNRDLCYVS
RNLSYFRNLET IHGRQLMESMFAALAIVKSSLYSLEMRNLKQISSGSVVIQHNRDLCYVS
RNLSYFRNLET IHGRQLMESMFAALAIVKSSLYSLEMRNLKQISSGSVVIQHNRDLCYVS

NIRWPATQKEPEQKVWVNENLRADLCEKNGT I CSDQCNEDGCWGAGTDQCLTCKNFNFNG
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60
17

19
120

79
180
131

139
240
191

199
300
251

259
360
311

319
420
371

379
480
431

439
540
491

499



egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds
egfr-dm-b
egfr-dm-a

egfr-ds

Protokoll Versuch D2,

NIRWPATQKEPEQKVWVNENLRADLCEKNGT I CSDQCNEDGCWGAGTDQCLTCKNFNFNG
NIRWPATQKEPEQKVWVNENLRADLCEKNGT ICSDQCNEDGCWGAGTDQCLTCKNFNFNG

EaE L S

TCI1SDCGHISNAYKFDNRTCK ICHPECRTCNGAGADHCQECVHVRDGQHCVSECPKNKYN
TCIADCGY I1SNAYKFDNRTCKICHPECRTCNGAGADHCQECVHVRDGQHCVSECPKNKYN
TCIADCGY ISNAYKFDNRTCKICHPECRTCNGAGADHCQECVHVRDGQHCVSECPKNKYN

*kx*k - kkk

e

DRGVCRECHATCDGCTGPKDT IGIGACTTCNLAT INNDATVKRCLLKDDKCPDGYFWEYV
DRGVCRECHATCDGCTGPKDT IGIGACTTCNLAT INNDATVKRCLLKDDKCPDGYFWEYV
DRGVCRECHATCDGCTGPKDT IGIGACTTCNLAT INNDATVKRCLLKDDKCPDGYFWEYV

HPQEQGSLKPLAGRAVCRKCHPLCELCTNYGYHEQVCSKCTHYKRREQCETECPADHYTD
HPQEQGSLKPLAGRAVCRKCHPLCELCTNYGYHEQVCSKCTHYKRREQCETECPADHYTD
HPQEQGSLKPLAGRAVCRKCHPLCELCTNYGYHEQVCSKCTHYKRREQCETECPADHYTD

R S

EEQRECFQCHPECNGCTGPGADDCKACRNFKLFDANETGPYVNSTMFNCTSKCPLEMRHV
EEQRECFQCHPECNGCTGPGADDCKSCRNFKLFDANETGPYVNSTMFNCTSKCPLEMRHV
EEQRECFQCHPECNGCTGPGADDCKSCRNFKLFDANETGPYVNSTMFNCTSKCPLEMRHV

EAEEAXEAAXEAAEXAXAEAAXAAXAXAEAAXAK - AAXAXXAAXXAAXAAXAXAAXAAXAAXAXAAXAAAXAALAAAXhXx

NYQYTAIGPYCAASPPRSSKITANLDVNMIFIITGAVLVPTICILCVVTY 1CRQKQKAKK
NYQYTAIGPYCAASPPRSSKITANLDVNMIFIITGAVLVPTICILCVVTY ICRQKQKAKK
NYQYTAIGPYCAASPPRSSKITANLDVNMIFIITGAVLVPTICILCVVTY 1CRQKQKAKK

*hKkk

ETVKMTMALSGCEDSEPLRPSNIGANLCKLR IVKDAELRKGGVLGMGAFGRVYKGVWVPE
ETVKMTMALSGCEDSEPLRPSNIGANLCKLR IVKDAELRKGGVLGMGAFGRVYKGVWVPE
ETVKMTMALSGCEDSEPLRPSNIGANLCKLR IVKDAELRKGGVLGMGAFGRVYKGVWVPE

B R s S s

GENVKIPVAIKELLKSTGAESSEEFLREAY IMASVEHVNLLKLLAVCMSSQMML I TQLMP
GENVKIPVAIKELLKSTGAESSEEFLREAY IMASVEHVNLLKLLAVCMSSQMML ITQLMP
GENVKIPVAIKELLKSTGAESSEEFLREAY IMASVEHVNLLKLLAVCMSSQMML I TQLMP

LGCLLDYVRNNRDKIGSKALLNWSTQIAKGMSYLEEKRLVHRDLAARNVLVQTPSLVKIT
LGCLLDYVRNNRDK IGSKALLNWSTQIAKGMSYLEEKRLVHRDLAARNVLVQTPSLVKIT
LGCLLDYVRNNRDKIGSKALLNWSTQIAKGMSYLEEKRLVHRDLAARNVLVQTPSLVKIT

* kK

DFGLAKLLSSDSNEYKAAGGKMP IKWLALECIRNRVFTSKSDVWAFGVT IWELLTFGQRP
DFGLAKLLSSDSNEYKAAGGKMP IKWLALECIRNRVFTSKSDVWAFGVTIWELLTFGQRP
DFGLAKLLSSDSNEYKAAGGKMP IKWLALECIRNRVFTSKSDVWAFGVT IWELLTFGQRP

EAEEAIAEAAXEAAXAAXAEAAXAAXAXAEAAXAEAAXAXAAAXAAXAXAAXAAXAXAAXAAAXAAXAXAAAXAAXALAXAA)X

HENIPAKDIPDLIEVGLKLEQPEICSLDI1YCTLLSCWHLDAAMRPTFKQLTTVFAEFARD
HENIPAKDIPDLIEVGLKLEQPEICSLD1YCTLLSCWHLDAAMRPTFKQLTTVFAEFARD
HENI1PAKDIPDLIEVGLKLEQPEICSLDI1YCTLLSCWHLDAAMRPTFKQLTTVFAEFARD

PGRYLAIPGDKFTRLPAYTSQDEKDL IRKLAPTTDGSEAI1'VEPDDYLQPKAAPGPSHRTD
PGRYLAIPGDKFTRLPAYTSQDEKDL IRKLAPTTDGSEAIAEPDDYLQPKAAPGPSHRTD
PGRYLAIPGDKFTRLPAYTSQDEKDL IRKLAPTTDGSEAIAEPDDYLQPKAAPGPSHRT

B i s *

CTDEIPKLNRYCKDPSNKNSSTGDDETDSSAREVGVGNLRLDLPVDEDDYLMPTCQPGPN
CTDEIPKLNRYCKDPSNKNSSTGDDETDSSAREVGVGNLRLDLPVDEDDYLMPTCQPGPN
CTDEIPKLNRYCKDPSNKNSSTGDDETDSSAREVGVGNLRLDLPVDEDDYLMPTCQPGPN

NNNNVNNPNQNNMAAVGVAAGYMDL 1 GVPVSVDNPEYLLNAQTLGVGESPIPTQTIGIPV
NNNN I NNPNQNNMAAVGVAAGYMDL I GVPVSVDNPEYLLNAQTLGVGESPIPTQTIGIPV
NNNN I NNPNQNNMAAVGVAAGYMDL 1 GVPVSVDNPEYLLNAQTLGVGESPIPTQTIGIPV

* kK

MGVPGTMEVKVPMPGSEPTSSDHEYYNDTQRELQPLHRNRNTETRV 1325
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Gruppe 8

600
551

559
660
611

619
720
671

679
780
731

739
840
791

799
900
851

859
960
911

919
1020
971

979
1080
1031

1039
1140
1091

1099
1200
1151

1159
1260
1211

1219
1320
1271

1279
1380
1331



Protokoll Versuch D2, Gruppe 8

egfr-dm-b MGVPGTMEVKVPMPGSEPTSSDHEYYNDTQRELQPLHRNRNTETRV 1426
egfr-dm-a MGVPGTMEVKVPMPGSEPTSSDHEYYNDTQRELQPLHRNRNTETRV 1377
Sich unterscheidende Aminosauren wurden hervorgehoben, in einigen Sequenzen

fehlende Aminosauren rot.
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