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1 UVvOD

Diplomska naloga primerja razli¢ne izotipe humanega vnetnega biomarkerja in akutno
faznega proteina Serumskega amiloida A (SAA), iz vidika strukturnih lastnosti, kakor tudi

potencialnih funkcij z bioinformati¢nimi podatkovnimi bazami in orodji.

1.1 Serumski amiloid A
1.1.1 Lastnosti in pomembnost proteina

Serumski amiloid A (SAA) je akutno fazni protein [22, 11], z visoko stopnjo
polimorfizmov [51]. Je del druzine apolipoproteinov, ki se vezejo na lipoproteine z visoko
gostoto (angl. HDL — high density lipoprotein). Poleg C-reaktivnega proteina (CRP) je
glavni pokazatelj vnetja pri ljudeh. Vendar je SAA v primerjavi z CRP veliko bolj
obcutljiv in hitrejsi odzivni pokazatelj. SAA spada pod glavne pozitivno akutno fazne
proteine, za katere je znacilno, da se njihova koncentracija v krvi v ¢asu akutne faze vnetja
poveca za najmanj 25 %, pa vse do 1000-krat normalne vrednosti [22, 11, 23, 18, 24, 41],
kar je znacilno za oba CRP in SAA [22]. SAA je tudi prekurzor amiloida A (AA), glavne
proteinske komponente prevladujoc¢ih zunajceli¢nih amiloidskih vlaken reaktivne
sistemske amiloidoze AA [32]. Ce je koncentracija SAA v krvi za dlje Gasa povisana lahko
pride do amiloidoze [35]. SAA je globularni protein z hidrofilnimi in hidrofobnimi
lastnostmi.

Med drugim je tudi pokazatelj mnogih bolezni, kot so kardiovaskularna obolenja [27].
Odkrili so, da naj bi bil SAA lokaliziran v neposredni bliZzini mikrotubulov, v citosolu, v
veziklih in tubulih ter znotraj jedra c¢loveskih endotelijskih celic koronarne arterije
(HCAEC), kar lahko nakazuje njegove razline potencialne vloge. Zaradi lokacije v
nanotubulih obstaja moznost, da je SAA vpleten tudi v komunikacijo med celicami [27].
Poleg naloge vnetnega pokazatelja, sodeluje tudi v prenosu holesterola in v metabolizmu
oziroma presnovi [33]. Poleg tega pa SAA pripisujejo, da naj bi imel vplivno vlogo pri
vzdrzevanju homeostaze [41]. Zadnji dokazi nakazujejo, da naj bi bil SAA vpleten v
karcinogenezo, kar pa pomeni, da se z razvojem rakastega obolenja (tumorja) povecuje
tudi koncentracija SAA [41].

SAA je pomemben predvsem za diagnosti¢éne namene. Z izmerjeno koncentracijo proteina
v telesu bolnika je tako mogoce postaviti diagnozo vnetne bolezni, ali je vnetje prisotno ali
ni, poleg tega lahko sledimo tudi razvoju bolezni oziroma potencialnem izboljSanju vnetnih
bolezni [23, 27].
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1.1.2 Sinteza serumskega amiloida A

Kot odziv na bakterijske infekcije (okuzbe), travme, opekline in druge vrste poskodb na
telesu pride do posledice, kot je vnetje. Ta pa deluje kot mehanizem za zas¢ito [23, 41]. Pri
akutni fazi vnetja se lahko koncentracija SAA poveca do 1000-krat v ¢asu enega do dveh
dneh (24-48 ur) po travmi, poSkodbi ali okuzbi. Takrat je raven SAA tudi najvi§ja [24] in
sicer priblizno 10.000 mg/L. Ce upostevamo, da je fizioloska koncentracija SAA v krvi
navidezno zdravih krvodajalcev manjsa od 10,0 mg/L [35], lahko dolgoro¢ne zvisane
koncentracije SAA predstavljajo breme za organizem. Prav tako hitro kot se koncentracija
povisa, se lahko tudi zniza [32]. V roku 1-3 tednov pa se koncentracija SAA povrne na
fiziolosko raven, pod pogojem, da je Slo za akutno bolezen [22]. Pri kroni¢nih
ireverzibilnih boleznih pa se koncentracija SAA nikoli ne povrne na zacetno raven [11].
Primarno se akutno fazni proteini sintetizirajo v hepatocitih. Poleg hepatocitov so lahko vir
akutno faznih proteinov tudi makrofagi, fibroblasti, epitelijske celice, maScobne celice
oziroma razli¢na ekstrahepati¢na tkiva, npr. rakave celi¢ne linije [23]. Sama sinteza SAA
in izlo¢anje je regulirano s strani citokinov [24]. Ti so znotrajceli¢ni signalni polipeptidi,
proizvedeni med samim vnetnim stanjem, v katerem tudi sodelujejo. So glavni stimulatorji
pri nastanku akutno faznih proteinov [22]. Glavni citokini, ki so vpleteni v akutno fazni
odziv so predvsem interlevkin 6 (IL-6), ki je glavni stimulator pri sintezi akutno faznih
proteinov, interlevkin 1B (IL-1B) ter tumor nekrozni faktor a (TNF-a)). Poleg njih pa so Se
interferon vy, transformirajoéi rastni faktor f (TGF-B) in interlevkin 8 (IL-8). TNF-a je
glavni stimulator IL-1 pri revmatoidnem artritisu (RA), IL-6 inhibira ekspresijo TNF-a in
hkrati je glavni stimulator ekspresije genov akutno faznih proteinov [22, 23]. Ti citokini so
proizvedeni s strani nevtrofilov, limfocitov, fibroblastov, endotelijskih celic, epitelijskih
celic, predvsem pa s strani monocitov in makrofagov [22, 23]. IL-6, IL-1f ter TNF-a pa so
tudi glavni produkti monocitov in makrofagov [23].

SAA je sintetiziran tudi v HCAEC [27]. V §tudiji so pokazali, da se SAA znotraj HCAEC
kolokalizira z mikrotubili, medtem ko pa niso opazili nobene kolokalizacije SAA z
aktinskimi filamenti, z vimentinom je bila opazena le majhna kolokalizacija z SAA [27].

1.2 Izotipi SAA

Pri ljudeh najdemo Stiri gene serumskega amiloida A (SAAL, SAA2, SAA3, SAA4). Vsi
geni se nahajajo na kromosomu 11 [18].

Gena SAA1 in SAA2 kodirata za akutno fazni serumski amiloid A (A-SAA). Inducirana
akutno fazna proteina serumski amiloid A-1 (SAAL) in serumski amiloid A2 (SAA2) sta si
sicer, tako v kodirajo¢ih kot nekodirajoc¢ih regijah, 95% homologna [41, 42]. Ravno zaradi
take podobnosti sta v nekaterih ¢lankih oznac¢ena kar z oznako SAA1/2 [33].
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Serumski amiloid A1, ki je v nekaterih virih poimenovan tudi kot dominanti izotip, sestoji
iz vsaj 5 razlicnih kombinacij alelov, pri ¢emer so le trije namenjeni za sintezo razli¢nih
proteinov (SAA1.1, SAAL.2, SAAL.3), medtem ko jih ima homologni izotip SAA2 tudi tri,
pri ¢emer je SAA2.2 razliCen od ostalih dveh [41, 36]. Po podatkih iz internetne strani
Uniprot (uniprot.org) je proteinsko zaporedje cloveskega serumskega amiloida Al
(SAA1_HUMAN, PODJI8) dolzine 122 aminokislin (AA), velikosti 13.532 daltonov (Da)
0z. 13,5 kilodaltonov (kDa) [14]. Medtem ko pa je proteinsko zaporedje ¢loveskega
serumskega amiloida A2 (SAA2_HUMAN, PODJI9) dolzine 122 aminokislin (AK) z
velikostjo 13.527 daltonov (Da) oz. 13,5 kilodaltonov (kDa) [15].

Glavni vir sinteze akutno faznih proteinov (A-SAA) so jetra. Vendar pa so v Stevilnih
Studijah pokazali, da se sintetizira tudi v drugih ekstrahepatskih tkivih/celicah. Lep primer
je izrazenost informacijske ribonukleinske kisline (mRNA) akutno faznega serumskega
amiloida A v sinoviocitih RA in pa tudi v monocitsko/makrofagskih celi¢nih linijah (THP-
Akutno fazna proteina (A-SAA) sta bila v studijah lokalizirana tudi v tkivih prsi, trebuha,
Crevesja, trebusne slinavke, Zlezah slinavkah, raku debelega crevesa, maScobnih celicah,
kozi, vzdusnici (traheja), bronhialnih epitelnih celicah in drugod (Slika 1). Studija je bila
izvedena na vzorcih 79 ¢loveskih tkiv [42, 5].

SAA1 9 _ 500 SAA2 0 _ 800

ean(41.7
] 10x0 2 10xM

Slika 1: Ekspresija mRNA SAA1 in SAA2 v ¢loveskih tkivih (normalizirane vrednosti izraZanja).
Najbolj intenzivna v Zlezah slinavkah, raku debelega crevesa, mascobnih celicah, koZzi, vzdusnici
(traheja), bronhialnih epitelnih celicah (Vir: SAA1, http://biogps.org/#goto=genereport&id=6288;
SAAZ2, http://biogps.org/#goto=genereport&id=6289)
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Mean(18 5}
3xh 10xM 30xM

Slika 2: Ekspresija mRNA SAA3 v ¢loveskih tkivih
(Vir: http://biogps.org/#goto=genereport&id=6290)

Slika 3: Ekspresija MRNA SAA4 v ¢loveskih tkivih
(Vir: http://biogps.org/#goto=genereport&id=6291)

Izotip SAA3 je bil do nedavnega
poznan kot psevdogen, zaradi
dodatne baze na drugi kodirajoci
regiji zaporedja (2. ekson), po
novejSih raziskavah pa se je mnenje
spremenilo, saj S0 izsledili
koncentracije v materinem mleku (v
mle¢nih zlezah) [18, 27]. Relativno je
enakomerno izrazen v vseh
pomembnejsih  Cloveskih  tkivih,
najbolj izstopa izrazenost v mandljih,
skorji nadledvi¢nih Zlez,
trigeminalnin  ganglijih  (trivejni
zivec), celebralnem peclju (Slika 2).
Aminokislinsko  zaporedje  SAA
izotipa 3 je prav tako dolgo 122
aminokislin (AK) [17].

Gen SAA4 pa kodira konstitutivni
serumski amiloid A (C-SAA) [33].
Njegovo proteinsko zaporedje je dolgo
130 aminokislin  (AK) z velikostjo
14.747 daltonov (Da) oz. 14,7
kilodaltonov (kDa) [18]. V mirujocih
tkivih  je  i1zrazen  enakomerno
porazdeljena (Slika 3). Z »Northern
blot« analizo so v predhodno tudi
dokazali, da so jetra med homeostazo
glavni in edini vir SAA4 [18]. Med
akutno faznim odzivom je serumski
amiloid A-4 induciran minimalno [52],
oziroma se njegova koncentracija ne
poveca kot odgovor na stimulacijo,
temveC ostaja na ravni med 80 in 140
mg/L [36].
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Izotipi humanega SAA so znani ze nekaj Casa, vendar primerjava glede njihovih
strukturnih znacilnostih in potencialnih funkcij Se ni bila opredeljena in zbrana z

bioinformati¢nimi podatkovnimi bazami in orodji.
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2 NAMEN DELA

Serumski amiloid A (SAA) je eden glavnih vnetnih pokazateljev pri cloveku. SAA genska
druzina vkljucuje inducibilna izotipa SAAL in SAA2, SAA3 (predhodno imenovan kot
pseudogen, vendar nedavno odkrit v mle¢nih zlezah) in konstitutivno ekspresiran SAA4.
Razli¢ni izotipi imajo razli¢ne vloge tako sistemsko kakor tudi znotraj celi¢no, ki so v

veliki meri $e nezhane.

Namen naloge je opredeliti z bioinformati¢nimi podatkovnimi bazami in orodji primarno,
sekundarno, terciarno strukturo izotipov SAA, jih primerjati in pridobiti vpogled v njihove
morebitne funkcije glede na razli¢ne celi¢ne lokalizacije, proteinske interakcije in post-
translacijske modifikacije.

SPECIFICNI CILJI naloge so DOLOCITI:

1. Primarno strukturo SAA1, SAA2, SAA3 in SAAA4 ter jih primerjati po zaporedju,
kakor tudi po aminokislinski sestavi.

2. Sekundarno strukturo SAA1, SAA2, SAA3 in SAA4 in primerjati njihove deleze a
vijacnic, B struktur in naklju¢nih zank.

3. Terciarno strukturo SAA1, SAA2, SAA3 in SAAA4.

4. Potencialne funkcije SAAL, SAA2, SAA3 in SAA4 glede na
a) celicne lokalizacije
b) proteinske interakcije
c) post-translacijske modifikacije
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3 METODE

Z namenom okarakterizirati strukturne in funkcijske lastnosti humanih SAA smo uporabili
vec razli¢nih portalov, podatkovnih baz in bioinformati¢nih orodi;.

Bioinformaticne |

podatkovne baze

Portali
Ime Povezava Specifike portala
PubMed vsebuje vec kot 23 milijonov citatov
PubMed NCBI http://ncbi.nim.nih.gov/pubm | literature iz Biomedicine ~ (MEDLINE,
portal ed/ znanstvenih revij, spletnih knjig)
EXPASY je SIB Bioinformaticni portal virov, Ki
omogoca dostop do znanstvenih podatkovnih
baz in programskih orodij v razlicnih podrocjih
znanosti kot so proteomika, genomika,
filogenija, sistemska biologija, populacijska
ExXPASYy portal http://expasy.org/ genetika, transkriptomika.
BioGPS (Gene Portal za opis in karakterizacijo genov in
Portal System) http://biogps.org/ proteinskih funkcij.
OBRC (Online
Bioinformatics
Resources Portal, ki ti omogoca iskanje molekularnih
Collection) http://www.hsls.pitt.edu/obrc/ | podatkovnih baz in programskih orodij.

Ime

Povezava

Opis

Uniprot

http://uniprot.org/

baza
njenih

visokokakovostna
zaporedij in

Prosto  dostopna,
podatkov proteinskih
informacij.

STRING

http://string-db.org/

Podatkovna baza znanih
proteinskih interakcij.
direktnih (fizicnih)
(funkcionalnih)  vidikov
konteksta, eksperimentov,
drugih Ze znanih raziskav).

in  napovednih
Podatke vsebuje iz
in indirektnih
(preko  genskega

ko-ekspresije in

GenBank

http://nchi.nim.nig.gov/genba
nk/

Podatkovna baza genskih zaporedij za
primerjalna iskanja in karakterizacijo zaporedij
preko Nacionalnega centra za biotehnolosko
informacijo (NCBI).

RCSB PDB

http://rcsh.org/

Podatkovna baza z informacijami o 3-
dimenzionalnih strukturah bioloskih molekul,
vkljucno s proteini.

Wiki-Pi

http://severus.dbmi.pitt.edu/w
iki-pi/

Podatkovna baza, ki vsebuje informacije o
interakcijah med proteini.

HPRD (Human
Protein Reference

Database)

http://hprd.org/

Bioinformati¢na orodja

Podatkovna baza in

njihovih lastnosti.

cloveskih  proteinov

Postranslacijske modifikacije

Ime

Povezava

Opis
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Namenjeno je napovedovanju C-
NetCGIyc 1.0 manoz!lac!j_sklh mest v pr(_)telr]lh _s_esaIC(_av. C
manozilacija je vrsta glikozilacije, kjer je
Server ) .. - 2
http://www.cbs.dtu.dk/service | 0gljikov hidrat (manozni sladkor) vezan na
s/NetCGlyc/ triptofan.
Namenjeno je napovedovanju N-glikozilacijskih
NetNGlyc 1.0 _ L . )
Server http://www.cbs.dtu.dk/service | mest v p?.rotelmh cloveka za preucevanje dela
s/NetNGlyc/ zaporedij Asn-Xaa-Ser/Thr.
NetOGlyc 4.0 http://www.cbs.dtu.dk/service | Namenjeno je napovedovanju O-glikozilacijskih
Server s/NetOGlyc mest mucinskega tipa GalNac.
Myristoylator http://web.expasy.org/myristo Ngmem_gno napo_V(_adovanju N-terminalnega
ylator/ miristoiliranega glicina.
NMT —The MYR | http://mendel.imp.ac.at/myris | Namenjeno napovedovanju N-terminalne N-
Predictor tate/SUPL predictor.htm miristoilacije proteinov.
SUMOplot™ http://www.abgent.com/sumo | Namenjen napovedovanju in ocenjevanju mest
Analysis Program plot sumoilacije v proteinih.
NetPhos 2.0 Server | MttR:/www.cbs.dtu.dk/service Napovedovanje fosforilacijskin mest v serinih,

s/NetPhos/

treoninih in tirozinih evkariontskih proteinov.

The Sulfinator

http://web.expasy.org/sulfinat
or/

Namenjena je napovedovanju tirozinskih
sulfatacijskin mest v proteinskih sekvencah.
Tirozinska sulfatacija je pomembna post-
translacijska modifikacija proteinov, ki gredo
skozi izlocitvene poti celic.

Sekundarna in terciarna struktura

Ime

Povezava

Opis

YASPIN

http://ibi.vu.nl/programs/yasp
inwww/

Je HNN (Hidden Neural Network) oziroma
orodje skrite nevronske mreze, kombinacija
skritega Markovega modela in nevronske
mreZze. ~ Namenjeno  je  napovedovanju
sekundarnih  struktur proteinov. Deluje s
pomocjo algoritma PSI-BLAST, ki izdela PSSM
(Position-Specific scoring matrix) matriko, s
katero nato dobimo napoved sekundarne
strukture.

SOPMA

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=N
PSA/npsa_sopma.html

SOPMA je optimizirana dolocevalna metoda
sekundarnih struktur s poravnavami, temelji pa
na metodi homologije Levina in njegovih
sodelavcev.

Phyre2

http://sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
html/page.cgi?id=index

Phyre2 je orodje za napovedovanje 3D
strukture proteinov s pomocjo  skritega
Markovega modela. Je naslenjik orodij 3D-
pssm in Phyre.

RaptorX

http://raptorx.uchicago.edu/St
ructurePrediction/predict/

Je streznik namenjen za napovedovanje
strukture proteinov. Napoveduje sekundarno,
terciarno  strukturo, povrsine  dostopne
molekulam topila in neurejene regije.

PredictProtein

http://predictprotein.org

Je spletni streznik, ki vkljucuje naslednje
podatke (kot so sekundarne strukture, povrsine
dostopne molekulam topila, transmembranske
vijacnice, lokalizacije, mesta disulfidnih vezi,
med proteinske vezave), ki se jih pridobi s
pomocjo proteinskega zaporedja.
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ArgusLab

http://www.arguslab.com/arg
uslab.com/ArgusLab.html

Lokalizacij

ArgusLab je program za molekulsko
modeliranje.

a proteina

Ime

Povezava

Opis

Hum-mPLoc2.0

http://www.csbio.sjtu.edu.cn/
bioinf/hum-multi-2/

Namenjena napovedovanju znotraj celicne
lokalizacije c¢loveskih  proteinov vkljucno s
tistimi proteini ki imajo multiple lokalizacije.

CELLO je vec¢ razredna metoda podpornih
vektorjev in  Klasifikacijski ~ sistem. Za
napovedovanje znotraj celicne lokalizacije
uporablja 4 vrste shem:

- aminokislinsko sestavo

- dipeptidno sestavo

- porazdelilno aminokislinsko sestavo

- sestavo, ki temelji na fizikalno kemijskih

CELLO v.2.5: lastnosti aminokislin
subCELlular
LOcalization S kombinacijo rezultatov sestav dobimo oceno
predictor http://cello.life.nctu.edu.tw/ | podatkov.

Je racunalniski program/orodje za
PSORT Il napovedovanje proteinskih lokalizacijskih mest
Prediction http://psort.hgc.jp/form2.html | znotraj celic.

TargetP 1.1 Server

http://www.cbs.dtu.dk/service
s/TargetP/

Namenjen je subcelularnem napovedovanju
lokalizacije proteinov evkariontov.

Lahko zaznava N-terminalne sekvence:

- Kloroplastne tranzitne peptide (cCTPS)

- mitohondprijske tarcne peptide (mTPs)

- Signalne peptide izlocevalnih celicnih poti
(SP)

Za napoved cepitvenin mest cTPs in SP
uporablja ChloroP in SignalP orodiji.

NetNES 1.1 Server

http://www.cbs.dtu.dk/service
S/NetNES/

Namenjena za napovedovanje levcinsko bogatih
jedrnih izvoznih signalov (NES) v proteinih
evkariontov.

MitoProt 11 v1.101

http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.
html

Poravnava

MitoProt izracuna N-terminalno proteinsko
regijo, ki lahko podpre mitohondrijsko tarcno
sekvenco in cepitveno mesto.

zaporedij

Ime

Povezava

Opis

Clustal Omega

http://ebi.ac.uk/Tools/msa/clu
stalo/

Orodje za poravhavo vec zaporedij

NCBI Blast (Basic
Local Alignment
Tool)

http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/
Blast.cgi

Je osnovno iskalno  orodje  lokalne
poravnave.Uporablja se za lokalno poravnavo
zaporedij.

Potencialne funckcije

Ime Povezava Opis
http://cbs.dtu.dk/services/Prot | Orodje, ki napoveduje funkcije proteinov s
ProtFun 2.2 Fun/ pomocjo preko njihovih zaporedij. Uporablja
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ab initio metodo.

HNB — Protein
Function Prediction

http://dag.embl-
heidelberg.de/hnb_cgi/show_
input_page.pl?taskld=_notask
&Userld=_nouser

Orodje za napovedovanje potencialnih funckcij
proteinov. Uporablja programa SMARTIn
miniPEDANT za prepoznavo funkcionalnih
podrocij in orodje STRING za prepoznavo
functionalnih povezav z drugimi proteini.

CombFunc

http://sbg.bio.ic.ac.uk/
~mwass/combfunc/

Orodje za napovedovanje potencialnih funckcij
proteinov. Prepozna prisotna konzervirana
mesta proteinov v poravnavi z ostalimi proteini
z enakim GO anotacijami in jim na tak nacin
doloci potencialne funkcije.
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA

Rezultati izhajajo iz opredelitve posameznih izotipov SAA in iz njihove skupne
primerjave, tako iz vidika primarnih, sekundarnih in terciarnih struktur kakor tudi
potencialnih funkcij z bioinformati¢nimi orodji.

4.1 Primarne strukture izotipov serumskega amiloida A

oo

proteinov in njihovo aminokislinsko sestavo.
4.1.1 Primarna struktura SAA1

Primarna struktura serumskega amiloida Al (SAAL) je pridobljena iz spletne strani
Uniprot (www.uniprot.org) [45].
Oznaka vzorca: SAA1_ HUMAN

Uniprot ID S$tevilka: PODJI8
DolZina: 122

10 20 30 40 50 60
MKLLTGLVFC SLVLGVSSRS FFSFLGEAFD GARDMWRAYS DMREANYIGS DKYFHARGNY

70 g0 =11] 100 110 120
DAAKRGPGGYV WAAEATISDAR ENIQRFFGHG AEDSLADQAA NEWGRSGKDP NHFRPAGLPE
122
KY

Tabela 1: Aminokislinska sestava SAA1

Aminokisline St. AK | Zaporedje vzorca ¢loveskega serumskega amiloida

Alanin (A) 16 Al (SAA1_HUMAN) z Uniprot ID itevilko PODJI8

-

Cistein (C) je sestavljeno iz vseh 20 aminokislin. Najvecji delez

©

Asparaginska kislina (D)

Glutaminska kislina (E) v zaporedju zavzameta aminokislini alanin (13,1%)

Fenilalanin (F) in glicin (11,5%), sledijo jima Se arginin in serin z

Glicin (G)

N

vsak po 8,2%, asparaginska Kislina (7,4%),

Histidin (H) fenilalanin (7,4%), levcin (6,6%) (Tabela 1).

Izolevcin (1)

Lizin (K)

Levcin (L)

Metionin (M)

Asparagin (N)

Prolin (P)

NI OCIWOOI|W Wk, O

Glutamin (Q)

Arginin (R) 10

Serin (S) 10

Treonin (T)

Valin (V)

1
4
Triptofan (W) 3
Tirozin (Y) 5



http://www.uniprot.org/
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4.1.2 Primarna struktura SAA2

Primarna stuktura serumskega amiloida A2 (SAAZ2) je pridobljena iz spletne strani Uniprot

[46].
Oznaka vzorca: SAA2_ HUMAN
Uniprot ID $tevilka: PODJI9
Dolzina: 122
10 20 30 40 50 &0
MKLLTGLVFC SLVLSVSSRS FFSFLGEAFD GARDMWRAYS DMREANYIGS DKYFHARGNY
70 80 30 100 110 120
DAAKRGPGGA WAAEVISNAR ENIQRLTGRG AEDSLADQAA NKWGRSGRDP NHFRPAGLPE
122
KY

Tabela 2: Aminokislinska sestava SAA2

Aminokisline

3t AK Zaporedje vzorca ¢loveskega serumskega amiloida

Alanin (A)

16 A2 (SAA2 HUMAN) z Uniprot ID Stevilko

Cistein (C)

|

PODJI9 je sestavljeno iz vseh 20 aminokislin.

Asparaginska kislina (D)

o

Najvedji delez v zaporedju zavzameta aminokislini

Glutaminska kislina (E)

alanin (13,1 %) in glicin (10,7 %), sledijo jima Se

Fenilalanin (F)

Glicin (G)

arginin (9,8 %), serin (9,0 %), in tako dalje (Tabela

w

Histidin (H)

2).

Izolevcin (1)

Lizin (K)

Levcin (L)

Metionin (M)

Asparagin (N)

Prolin (P)

Glutamin (Q)

Arginin (R)

Serin (S)

=N

Treonin (T)

Valin (V)

Triptofan (W)

Tirozin (Y)

QWA INFRIRPINPROIWOICIIWIN FRINO
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4.1.3 Primarna struktura SAA3

Primarna stuktura serumskega amiloida A3 (SAA3), razlicica Stevilka 78, je pridobljena iz
arhiva spletne strani Uniprot, saj je bila najnovejsa razli¢ica (Stevilka 79) zbrisana dne

06.13.2012 [47].

Oznaka vzorca: SAA3_HUMAN
Uniprot ID stevilka: P22614
Dolzina: 122

10
MKLSTGIIFC

70
DAVQRGPGGV

122
KY

20

SLVLGVSSQG WLTFLKAAGQ GAKDMWRAYS DMKEANYKKS DKYFHARGNY

g0

WATEVISDAR ENVQRLTGDH AEDSLAGQAT NKWGQSGKDP NHFRPAGLPE

30 40 50 60

90 100 110 120

Tabela 3: Aminokislinska sestava SAA3

Aminokisline

St. AK

Alanin (A)

13

Cistein (C)

1

Asparaginska kislina (D)

oo

Glutaminska kislina (E)

o1

Fenilalanin (F)

SN

Glicin (G)

[EEN
IS

Histidin (H)

Izolevcin (1)

Lizin (K)

(@)

Levcin (L)

Metionin (M)

Asparagin (N)

Prolin (P)

Glutamin (Q)

Arginin (R)

Serin (S)

Treonin (T)

Valin (V)

Triptofan (W)

Tirozin (Y)

O |OICIO|O|IO|R|OTIWO|ERIW W

Zaporedje vzorca ¢loveskega serumskega amiloida
A3 (SAA3 HUMAN) z Uniprot ID Stevilko
P22614 je sestavljeno iz vseh 20 aminokislin.
Najvecji delez v zaporedju zavzameta aminokislini
glicin (11,5 %) in alanin (10,66 %). Sledijo lizin
(8,2 %), serin (7,4 %), in tako dalje (Tabela 3).
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4.1.4 Primarna struktura SAA4

Primarna stuktura serumskega amiloida A4 (SAA4) je pridobljena iz spletne strani Uniprot

[48].
Oznaka vzorca: SAA4 HUMAN
Uniprot ID Stevilka: P35542
Dolzina: 130
10 20 30 40 50 60
MRLFTGIVFC SLVMGVTSES WRSFFKEALQ GVGDMGRAYW DIMISNHQNS NRYLYARGNY
70 g0 [0 100 110 120
DAAQRGPGGV WAAKLISRSR VYLQGLIDCY LFGNSSTVLE DSKSNEKAEE WGRSGKDPDR
122
FRPDGLPKKY

Tabela 4: Aminokislinska sestava SAA4

Aminokisline

St. AK | Zaporedje vzorca ¢loveskega serumskega amiloida

Alanin (A)

8 A4 (SAA4 HUMAN) z Uniprot ID Stevilko

Cistein (C)

P35542 je sestavljeno iz vseh 20 aminokislin.

Asparaginska kislina (D)

Glutaminska kislina (E)

Najvecji delez v zaporedju zavzameta aminokislini

Fenilalanin (F)

glicin (10,8 %) in serin (10 %). Sledijo arginin (8,5

Glicin (G)

4 %), levcin (7,7 %), in tako dalje (Tabela 4).

Histidin (H)

Izolevcin (1)
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Arginin (R)

Serin (S)
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Treonin (T)

Valin (V)

Triptofan (W)
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4.1.5 Primerjave aminokislinskih zaporedij izotipov SAA (med seboj)

Za poravnavo dveh zaporedij, sem uporabil orodje BLAST (Osnovno iskalno orodje
lokalne poravnave), kjer je vselej prvo imenovani izotip izbran kot poizvedovalno
zaporedje (angl. Query), drugo pa kot predmet (angl. Subject).

4.1.5.1 Primerjava zaporedij SAA1-SAA2

Zaporedji SAAL in SAA2 (Slika 4) sta si popolnoma enaki v 93 % (Razlikujeta se na
mestih 15, 70, 75, 78, 86, 87, 89, 102, 108), homologni pa v 95 % (Razlikujeta se na
mestih 15, 70, 75, 86, 87, 89).

Score Expect Method Identities Positives Gaps
206 bits(525) 5e-74 Compositional matrix adjust. 113/122(93%) 116/122(95%) 0/122(0%)

Query 1 MKLLTIGLVFCSLVLGVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANYIGSDKYFHARGNY 60
MKLLTGLVFCSLVL VSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANYIG (FHARGNY
Sbjct 1 MKLLTIGLVFCSLVLSVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANYIGSDKYFHARGNY 60

Query 61 DAAKRGPGGVWAAEATSDARENIQRFFGHGAEDSLADQAANENGRSGKDPNHFRPAGLPE 120

DRRKRG WARE IS+ARENIQR G GAED DRAAN+WGRSG+DENHFRPAGLPE
Sbjct 61 DAAKRGPGGAWAAEVISNARENIQRLTGRGAEDSLADQARNKWGRSGRDENHFRPAGLPE 120
Query 121 KY 122

KY
Sbjct 121 KY 122

Slika 4: Lokalna poravnava izotipov SAA1 (PODJI8) in SAA2 (PODJI9)
4.1.5.2 Primerjava zaporedij SAA1-SAA3

Zaporedji SAAL in SAA3 (Slika 5) sta si popolnoma enaki v 76 % (Razlike se pojavijo na
mestih 4, 7, 8, 19-23, 26, 27, 29, 30, 33, 43, 48, 49, 63, 64, 73, 75, 83, 86, 87, 89, 90, 97,
100, 102, 105), homologni pa v 85 % (Razlike se pojavijo na mestih 4, 20, 22, 26, 27, 29,
30, 48, 49, 63, 73, 75, 86, 87, 89, 90, 97, 100).

Score Expect Method Identities Positives Gaps
201 bits(510) 9e-72 Compositional matrix adjust. 93/122(76%) 104/122(85%) 0/122(0%)

Query 1 MKLLIGLVFCSLVLGVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANYIGSDKYFHARGNY 60
MKL TG++FCSLVLGV A GA+DMWRAYSDM+ERNY SDKYFHARGNY
Sbjct 1 MKLSTGIIFCSLVLGVSSQGWLT FLKAAGQGAKDMWRAYSDMKEANYKKSDKYFHARGNY 60

Query 61 DAAKRGPGGVWARERATSDARENIQRFFGHGAEDSLADQAANENGRSGKDENHFRPAGLPE 120
KDPNHFRPAGLPE

Sbjct 61 DAVQRGPGGVWATEVISDARENVQRLTGDHAEDSLAGQATNKWGQSGKDPNHFRPAGLPE 120

Query 121 KY 122
KY
Sbject 121 KY 1

Slika 5: Lokalna poravnava izotipov SAA1 (PODJI8) in SAA3 (P22614)

[ 8]
r

4.1.5.3 Primerjava zaporedij SAA1-SAA4

Zaporedji SAAL in SAA4 (Slika 6) sta si popolnoma enaki v 5 % (Razlike se pojavijo na
mestih 2, 4, 7, 14, 17, 19, 21, 22, 25, 26, 29, 30, 32, 33, 36, 40, 42- 45, 47- 49, 51, 52, 54,
55, 64, 74, 75, 78, 79, 81- 83, 85-91, 94-99, 103-107, 109, 119, 120, 124, 128), homologni
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pa v 72 % (Razlike se pojavijo na mestih 4, 19, 22, 25, 26, 29, 30, 32, 33, 36, 40, 43, 44,
48, 49, 54, 75, 78, 81, 82, 85-91, 95, 97- 99, 103, 107, 109, 120, 124).

Score Expect Method Identities Positives Gaps
141 bits(355) 3e-48 Compositional matrix adjust. 72/130(55%) 94/130(72%) 8/130(6%)

Query 1 MKLLTGLVFCSLVLGVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANYIGSDKYFHARGNY &0
M+L TG+VFCSLV+GV+S S+ SF ER G DM RAY D+ +N+ S++Y +ARGNY

Sbjct 1 MRLFIGIVECSLVMGVISESWRSFFKEALQGVGDMGRAYWDIMISNHONSNRYLYARGNY &0

Query 61 DRAAKRGPGGVWAAREATSDARENIQ----- RFFGHGA---EDSLADQAANENG! 112
DAR+RGPGGVWAA+ IS +R +Q G+ + EDS +++ A EWGRSGKDE

Sbjct 61 DARAQRGPGGVWAAKLISRSRVYLQGLIDCYLFGNSSTVLEDSKSNEKAEEWGRSGKDPDR 120

Query 113 FRPAGLPEKY 122
FRP GLP+KY
Sbjct 121 FRPDGLPKKY 130

Slika 6: Lokalna poravnava izotipov SAA1 (PODJI8) in SAA4 (P35542)

4.1.5.4 Primerjava zaporedij SAA2-SAA3

Zaporedji SAA2 in SAAS3 (Slika 7) sta si popolnoma enaki v 76 % (Razlike se pojavijo na
mestih 4, 7, 8, 15, 19-23, 26, 27, 29, 30, 33, 43, 48, 49, 63, 64, 70, 73, 78, 83, 89, 90, 97,
100, 105, 108), homologni pa v 86 % (Razlike se pojavijo na mestih 4, 15, 20, 22, 26, 27,
29, 30, 48, 49, 63, 70, 73, 89, 90, 97, 100).

Score Expect Method Identities Positives Gaps
201 bits(512) 5e-72 Compositional matrix adjust. 93/122(76%) 105/122(86%) 0/122(0%)

Query 1 MKLLTGLVFCSLVLSVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANYIGSDKYFHARGNY &0
MKL TG++FCSLVL VSS+ + +FL A +DMWRAYSDM+ERANY SDKYFHARGNY
Sbjct 1 MKLSTGIIFCSLVLGVSSQGWLT FLKRAGQGAKDMWRAYSDMKEANYKKSDKYFHARGNY &0

Query 61 DAAKRGPGGAWAREVISNARENIQRLTGRGAEDSLADQAANKWGRSGRDENHFRPAGLPE 120
G WA EVIS+AREN+QRLTG AEDSLA QA NEWG+ DENHFRPAGLPE

Slika 7: Lokalna poravnava izotipov SAA2 (PODJI9) in SAA3 (P22614)
4.1.5.5 Primerjava zaporedij SAA2-SAA4

Zaporedji SAA2 in SAA4 (Slika 8) sta si popolnoma enaki v 52 % (Razlike se pojavijo na
mestih 2, 4, 7, 14, 15, 17, 19, 21, 22, 25, 26, 29, 30, 32, 33, 36, 40, 42- 45, 47-49, 51, 52,
54, 55, 64, 70, 74, 75, 78, 79, 81-83, 85, 87-99, 103-107, 109, 110, 116, 119, 120, 124, 128
), homologni pa v 70 % (Razlike se pojavijo na mestih 4, 15, 19, 22, 25, 26, 29, 30, 32, 33,
36, 40, 43, 44, 48, 49, 54, 70, 78, 81, 82, 85, 87-94, 96-99, 103, 107, 109, 120, 124).
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Score Expect Method Identities Positives Gaps
135 bits(339) 9e-46 Compositional matrix adjust. 67/130(52%) 91/130(70%) 8/130(6%)

Query 1 MKLLTGLVFCSLVLSVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANYIGSDKYFHARGNY 60
M+L TG+VFCSLV+ V4S5 5+ EX G DM RAY D+ +N+ S++Y +ARGNY
Sbjct 1 MRLFIGIVFCSLVMGVISESWRSFFKEALQGVGDMGRAYWDIMISNHONSNRYLYARGNY 60

SF.
SF

Query 61 DRAAKRGPGGAWAAEVISNARENIQRL--————-— TGRGAEDSLADQAANKWGRSGRDENH 112
DRR+RE WAR++IS 4R +Q L + EDS +++ A +WGRSG+DP+
Sbjct 61 DRAAQRGPGGVWARKLISRSRVYLQGLIDCYLFGNSSTVLEDSKSNEKRAEEWGRSGKDPDR 120

Query 113 FRPAGLPEKY 122
FRP GLP+KY
Sbjct 121 FRPDGLPKKY 130

Slika 8: Lokalna poravnava izotipov SAA2 (PODJI9) in SAA4 (P35542)
4.1.5.6 Primerjava zaporedij SAA3-SAA4

Zaporedji SAA3 in SAA4 (Slika 9) sta si popolnoma enaki 52 % (Razlike se pojavijo na
mestih 2, 4, 8, 14, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 27, 29, 32, 33, 36, 40, 42-45, 47-49, 51, 52, 54,
55, 63, 73-75, 78, 79, 81-83, 85, 87-99, 103-110, 113, 119, 120, 124, 128), homologni pa v
70 % (Razlike se pojavijo na mestih 4, 20, 22, 25, 27, 29, 32, 33, 36, 40, 43, 44, 49, 54, 63,
73,78, 81, 82, 85, 87-89, 91-99, 103, 105, 107-109, 120, 124).

Score Expect Method Identities Positives Gaps
139 bits(350) 2e-47 Compositional matrix adjust. 67/130(52%) 91/130(70%) 8/130(6%)

Query 1 MKLSTGIIFCSLVLG
M+L TGI+FCSLV+G
Sbject 1 MRLFTGIVECSLVMGE

ISSQGWLT FLKARGQGAKDMWNRAYSDMKEANYKKSDKYFHARGNY &0
+S+ W+F K A DM RAY D+ +N++ S++Y +ARGNY
SESWRSFFKEALQGVGDMGRAYWDIMISNHQNSNRYLYARGNY &0

Query 61 DAVQRGPGGVWATEVISDARENVQRLTGDH--—----- AEDSLAGQATNKWGQSGKDENH 112
DA QRGPGGVWA ++IS +R +Q L + EDS + + +WG+SGKDP+
Sbject 61 DARAQRGPGGVWAAKLISRSRVYLQGLIDCYLFGNSSTVLEDSKSNEKAEEWGRSGKD 120

Query 113 FRPAGLPEKY 122
FRP GLP+KY
Sbjct 121 FRPDGLPKKY 130

Slika 9: Lokalna poravnava izotipov SAA3 (P22614) in SAA4 (P35542)
4.1.5.7 Primerjava zaporedij SAAL, SAA2, SAA3, SAA4

S poravnavo aminokislinskih (AK) zaporedij izotipov SAA dobimo izboljsani pregled nad
mesti podobnosti in razlikami med zaporedji. Vecje je AK zaporedje v primerjavi z
ostalimi AK zaporedji, manj$a je stopnja identi¢nosti vecjega zaporedja z ostalimi. Izotop
SAAA4 je od ostalih treh izotipov vecji za 8 aminokislin. Rezultati poravnave ve¢ zaporedij
(job: clustalo-120140619-150455-0410-43679841-0y) nazorno pokazejo, da odsek
zaporedja SAA4, dolzine 8 aminokislin (od 88. do 95. mesta; CYLFGNSS), ni prisoten pri
izotipih SAA1, SAA2 in SAA3 (Slika 10). Odsotnost odseka zaporedja aminokislin bi
lahko pomenila, da je v preteklosti prislo do razvoja izotipov iz enega samega izotipa. Ker
pa so delecije pogostejSe od insercij, substitucij in podovjitev, saj je zanje potrebno veliko
manj energije, lahko sklepamo, da je izotip daljSega zaporedja AK (v tem primeru SAA4)
najstarej$i izotip znotraj druzine SAA.
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Sicer pa je Ze znano, da so proteini SAA visoko ohranjeni skozi evolucijo, saj so prisotni
tako v sesalcih, kot v vretenCarjih in nevretencarjih kot so morske kumare. Njihova
aminokislinska zaporedja SAA so si od 61 do 80 % identi¢na kar lahko kaze na to, da si
delijo skupno strukturo [39].

LLUSIAL U(l.<.1) multiple sequence aliganxment
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Slika 10: Poravnava zaporedij SAA1-4 ena pod drugo (Vir: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo;
job: clustalo-120140619-150455-0410-43679841-0y)

NCBI Blast orodje izstopajo¢i odsek SAA4 zaporedja »CYLFGNSS« poravna z odseki
proteinov SAA2 prekurzorski protein (Homo sapiens; NP_001186673.1) s 100 %
identi¢nostjo in pokritostjo. Cloveski SAA2 prekurzor, predhodnik zrelega SAA2 proteina,
je poravnan na mestih 167-174.

Medtem, ko pa so hipoteticna proteina (angl. »hypothetical proteins«) iz plazmodija
(Plasmodium berghei strain ANKA; XP_669397.1 in flavobakterije (Flavobacterium
johnsoniae; WP_012026443.1), trankripcijski faktor 27 z MADS zaporedjem (angl.
»MADS-boxtranscription factor 27«) iz pSenice (Triticum urartu; EMS61243.1),
diacilglicerol aciltransferaza (angl. »diacylglycerol acyltransferase«) iz gregarina
(Gregarina niphandrodes; EZG78237.1), zaznani z 88 % identi¢nostjo in 100% pokritostjo
(8/8) odseka SAA4 pri rezultatu poravnave z vsaj 25,7.

Omeniti velja se ATPazo (angl. »ATPase«) iz bakterije (Bacteroides stercorirosoris;
WP_025835844.1), ki z rezultatom poravnave 26,9 izstopa, kljub temu da je zaznan s 87 %
pokritostjo (7/7) in 100 % identi¢nostjo odseka »CYLFGNS«, brez serina (S) na 8. mestu
oznacenega odseka (Slika 11). Rezultati (job: clustalo-120140617-110537-0291-
24470089-0y) tako nakazujejo na zapleten evolucijski razvoj, skozi katerega je $la tudi
druzina SAA.

e ZDPDRFR-
G-------ZDPDRFR-

Slika 11: Odsek zaporedja SAA4 (CYLFGNSS) v proteinih razliénih organizmov (Vir:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo; job: clustalo-120140617-110537-0291-24470089-0y)
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Po rezultatih spletnega orodja PredictProtein je odsek »DKYFHARGN« najbolj
konservativen (Stiri mesta dolo¢ena z rezultatom 8/9, preostalih pet pa z 9/9).

SAAL in SAA2 sta si po zaporedju najbolj podobna, saj je pri njiju prisotna kar 93 %
identi¢nost. Po podobnosti se nato od njiju najmanj razlikuje SAA3, ki je s 86 %
homolognostjo s SAA2 sicer za 1 % bolj homologen v primerjavi s SAAL. Pri identi¢nosti
v relacijah SAA1/SAA3 in SAA2/SAA3 ni opazene razlike, obe relaciji sta 76 % identi¢ni.
SAA4 se z drugimi izotipi po primarni strukturi v druzini SAA najbolj razlikuje. Njegovo
zaporedje je Se najbolj podobno zaporedju SAALl, z 72 % homologijo in 55 %
identi¢nostjo, medtem pa v primerjavi z izotipoma SAA2 in SAA3 predstavlja najmanj$o
podobnost v druzini SAA (52 %) (Tabela 5).

Tabela 5: Delezi podobnosti in identi¢nosti izotipov SAA

Identi¢nost
% SAA?2 SAA3 SAA4
+ o 93 76
=) >
5 -9 SAA?2 95
o o
S & | SAA3 85
o c
SAA4 72

4.2 Sekundarne strukture izotipov serumskega amiloida A

Sekundarna struktura predstavlja drugi nivo strukture proteinov. Prikazuje nam sestavo
primarne strukture (alfa vijacnice, beta strukture in naklju¢ne zanke). Nastane zaradi
ionskih, vodikovih, kovalentnih vezi med aminokislinami.

4.2.4 Sekundarna struktura SAA1

Yaspinovo napovedovanje sekundarne strukture (Slika 12) prikazuje, da je po ve€ini
SAAI sestavljen iz alfa vijaénic in nakljuénih zank. Ce upostevamo zanesljivost napovedi,
oznacena z oznako Conf. z veljavnimi vrednostmi od 1 (nizka verjetnost) do 9 (visoka
verjetnost) in privzamemo, da bomo upostevali le tiste napovedi, kjer je zanesljivost
napovedi vecja ali enaka 7, in hkrati posledi¢no tudi zanesljivost napovedane strukture
(Econf, Hconf ali Cconf) vedja ali enaka 7, pridemo do naslednjih ugotovitev.
Aminokislinskih mest, ki so del naklju¢nih zank je 14, beta strukture predstavljajo 3 mesta,
alfa vijacnice pa 10 od skupno 27 mest. Za zanesljivost vecjo ali enako od 8 pa velja
nakljucnih zank (6), beta struktur (0), alfa vijacnic (5), kar pa je prestrog kriterij za
dolocanje deleza struktur.
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YASPIN PREDICTICN RESULTS

Name: PODJI8|(SAA1 HUMAN)
Length: 122

“Rey

N AA: Target sequence

* Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, -=coil)
* Conf: Confidence (0=low, S5=high)

*Hconf: Confidence of helix predictions

*Econf: Confidence of strand predictions

*Cconf: Confidence of coil predictions

ARA: MRLLTGLVECSLVLGVSSRSFEFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANYIGSDEYFHARGNY
Pred: -—-EEEEEEEEEEEEEEE-------— HHHHH--HHHHHHHHHHHHHH-—-———— EEEEE-——-—
Conf: 911335566767766033561100117642762858682385724201156306222551

Hconf: 0000000000000000000030165555500555959595955959142400000000004
Econf: 0589999559559955980000430000000000000000000000000000859980000
Cconf: 541000000000000019596453000009500000000000000857599100019595

BAA: DAARRGPGGVWAAEAISDARENIQRFFGHGAEDSLADQAANEWGRSGKDPNHFRPAGLPE
Pred: ——————--—- EEEEEE---HHHHHHHH-———-——— HHHHHHHHH-————————————————
Conf: 101016777514544121357742010578101014238761424166876325534887

Hconf: 252510000000000001559595975000573695859555900000000000000000
Econf: 000000000959595400000000000000000000000000000000000000000000
Cconf: 74748995950000005580000000245594263001000000999999595959559599

An: KY
Pred: --
Conf: 79

Hconf: 00
Econf: 00
Cconf: 99

Slika 12: Napoved sekundarne strukture humanega SAAL s spletnim orodjem YASPIN
Opombe: AA = aminokislina; Hconf = verjetnost alfa vija¢nice ; Econf = verjetnost beta strukture; Cconf =
verjetnost nakljuéne zanke; Conf = Verjetnost pravilne napovedi (0 = najnizja, 9 = najvisja)

Za vec€jo zanesljivost sem poleg orodja YASPIN uporabil Se orodje za napovedovanje
sekundarne strukture proteinov  SOPMA (Slika 13). Rezultati (ID: 5d1f66d70b91)
prikazuje, da naj bi struktura vsebovala 67 mest, ki predstavljajo del alfa vija¢nic, 49 mest
za nakljucne zanke, 6 pa beta stukture od skupno 122 mest.
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Sequence length : 122

SOPMA :
Alpha helix (Hn) : 67 is 54.92%
3109 helix (Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix (Ii) : 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 4. is 3.28%
Beta turn (TE) = 2 is 1.64%
Bend region (5s) : 0 is 0.00%
Random coil (Cc) : 49 is 40.16%
Ambigous states (?) 0 is 0.00%
Other states 0 is 0.00%
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Slika 13: Napoved sekundarne strukture humanega SAA1l s spletnim

orodjem SOPMA (Vir:

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html; ID: 5d1f66d70b91 )

Poleg tega sem uporabil Se orodja Phyre2, RaptorX in PredictProtein. Rezultate vseh
spletnih orodij sem zdruzil in izra¢unal povprecja za vsako sekundarno strukturo posebej.

Ti pa nam prikazujejo, da je izotip SAALI sestavljen ve¢inoma iz alfa vija¢nic (56,4 %) in
nakljuénih zank (36,8 %). Beta struktura predstavlja pa le dobrih 6,6 % celotnega
¢loveskega serumskega amiloida Al (Tabela 6).

Tabela 6: Delezi sekundarnih struktur v SAA1 v odstotkih (%)

SAA1 Alfa vijacnica (o) | Beta struktura (B) | Nakljuéna zanka | Dodatni podatki

YASPIN® 37,0 11,1 51,9

PHYRE2 78,0 0,0 22,027 % neurejenost
RAPTORX 63,0 3,0 33,0 | 1 % neurejenost

PREDICTPROTEIN 49,2 13,9 36,9

SOPMA 54,9 4,9 40,2

Povprecje 56,4 6,6 36,8

Opombe: *Upostevana le tista mesta, kjer je zanesljivost napovedi (Conf) in zanesljivost dolo¢ene strukture,
alfa strukture (Hconf), naklju¢ne zanke (Cconf), beta strukure (Econf) na dolo¢enem mestu presegla vrednost

6
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4.25 Sekundarna struktura SAA2

Podobno kot pri SAAL, orodje za dolo¢evanje sekundarne strukture Yaspin prikazuje, da
je po veéini SAA2 sestavljen iz alfa vija¢nic in naklju¢nih zank (Slika 14). Ob
predpostavki, da je zanesljivost napovedi, oznaCena z oznako Conf. z veljavnimi
vrednostmi od 1 (nizka verjetnost) do 9 (visoka verjetnost) privzamemo in da upostevamo
le tiste napovedi, kjer je zanesljivost napovedi vecja ali enaka 7, in hkrati posledi¢no tudi
zanesljivost napovedane strukture (Econf, Hconf ali Cconf) vecja ali enaka 7, pridemo do
naslednjih ugotovitev. Aminokislin, ki so del alfa vijacnic je 10, kar predstavlja 34,5 %
delez, beta struktur 5 (17,2 %), naklju¢nih zank pa 14 (48,3 %).

YASPIN PREDICTION RESULTS

Name: PODJIS (SAA2 HUMAN)
Length: 122

“Rey

e ARA: Target sequence

* Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, -=coil)
* Conf: Confidence (0=low, 9=high)

*Hconf: Confidence of helix predictions

*Econf: Confidence of strand predictions

*Cconf: Confidence of coil predictions

AR: MERLLTGLVEFCSLVLSVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANYIGSDRKYFHARGNY
Pred: --EEEEEEEEEEEEEE----HHHHHHHHH--HHHHHHHHHHHHHH------ EEEEE————
Conf: 911225577867754312550001118642762858682374734201155206112450

Hconf: 000000000000000000004028999990059999995959595142300000000006
Econf: 058999999595959560000440000000000000000000000000000859570000
Cconf: 941000000000000039995430000005500000000000000857699100025593

AA: DAARRGPGGAWAAEVISNARENIQRLTGRGAEDSLADQAANKWGRSGRDPNHFRPAGLPE
Pred: —-———————- EEEEEE---HHHHHHH-————— HHHHHHHHHHHH-————————————————
Conf: 000016877413533121347742200578231214238860334165876325534887

Hconf: 586820000000000012559555976000456895855555500000000000000000
Econf: 000000000595595400000000000000000000000000000000000000000000
Cconf: 413169995000000587000000023955503100100000099595959995955595

ARh: KRY
Pred: —-—
Conf: 79

Hconf: 00
Econf: 00
Cconf: 99
Slika 14: Napoved sekundarne strukture humanega SAAZ2 s spletnim orodjem YASPIN

Opombe: AA = aminokislina; Hconf = verjetnost alfa vija¢nice ; Econf = verjetnost beta strukture; Cconf =
verjetnost nakljuéne zanke; Conf = Verjetnost pravilne napovedi (0 = najnizja, 9 = najvisja)

Internetno orodje SOPMA (ID: ¢8852f19a8ef) pa nakazuje da naj bi struktura vsebovala 56
aminokislinskih mest, ki predstavljajo del alfa vija¢nic, kar je 45,9 % delez celotnega

zaporedja. 47 aminokislinskih mest predstavlja naklju¢ne zanke, 19 pa beta stukture od
skupno 122 mest (Slika 15).
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Slika 15: Napoved sekundarne strukture humanega SAA2 s spletnim orodjem SOPMA (Vir:

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html; ID: c8852f19a8ef )

Poleg tega sem uporabil Se orodja Phyre2, RaptorX in PredictProtein. Rezultate vseh
spletnih orodij sem zdruzZil in izraCunal povprecja za vsako sekundarno strukturo posebej.

Ti pa nam prikazujejo, da je izotip SAA2 sestavljen ve€inoma iz alfa vija¢nic (50,8 %) in
nakljuénih zank (35,1 %). Beta struktura predstavlja pa le dobrih 11,9 % celotnega
Cloveskega SAA2 (Tabela 7).

Tabela 7: Delezi sekundarnih struktur v SAA2 v odstotkih (%)

SAA2 Alfa vijacnica (o) | Beta struktura (B) | Nakljuéna zanka | Dodatni podatki
YASPIN® 34,5 17,2 38,5

PHYRE2 75,0 0,0 25,0 | 25 % neurejenost
RAPTORX 50,0 13,0 36,0 | 2 % neurejenost
PREDICTPROTEIN 48,4 13,9 37,7

SOPMA 45,9 15,6 38,5

Povprecje 50,8 11,9 35,1

Opombe: *Upostevana le tista mesta, kjer je zanesljivost napovedi (Conf) in zanesljivost dolo¢ene strukture,
alfa strukture (Hconf), naklju¢ne zanke (Cconf), beta strukure (Econf) na dolo¢enem mestu presegla vrednost

6
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4.2.6 Sekundarna struktura SAA3

Orodje za dolocevanje sekundarne strukture Yaspin prikazuje, da je po vecini SAA3
sestavljen iz alfa vija¢nic in nakljuénih zank (Slika 16). Ob predpostavki, da je zanesljivost
napovedi, oznacena z oznako Conf. z veljavnimi vrednostmi od 1 (nizka verjetnost) do 9
(visoka verjetnost) in da upostevamo le tiste napovedi, kjer je zanesljivost napovedi vecja
ali enaka 7, in hkrati posledi¢no tudi zanesljivost napovedane strukture (Econf, Hconf ali
Cconf) ve¢ja ali enaka 7, pridemo do naslednjih ugotovitev. Aminokislin, ki so del alfa
vijacnic je 9, kar predstavlja 36 % delez, beta struktur 3 (12 %), nakljucnih zank pa 13 (52
%).

YASPIN PREDICTION RESULTS

Name: P22614 (SAA3_ HUMAN)
Length: 122

*Rey

- An: Target sequence

* Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, -=coil)
* Conf: Confidence (0=low, S=high)

*Hconf: Confidence of helix predictions

*Econf: Confidence of strand predictions

*Cconf: Confidence of coil predictions

AZ: MERLSTGIIFCSLVLGVSSQGWLTFLEAAGQGARDMWRAYSDMREANYRESDEYFHARGNY
Pred: ——EEEEEEEEEEEEEE--————--— HHHHHH-—-HHHHHHHHHHHHHH-————— EEEEE———~
Conf: 911335476756765413673000117632872868683385724201156306222551

Hconf: 000000000000000000000007959590095995559959595142400000000006
Econf: 0689995559955595550000771000000000000000000000000000855580000
Cconf: 931000000000000045995221000009500000000000000857559100019953

AA: DAVQRGPGGVWATEVISDARENVQRLTGDHAEDSLAGQATNEKWGQSGKDPNHFRPAGLPE
Pred: ———————-- EEEEEE--—-HHHHHHH--——————— HHHHHHHHH-———————————————~
Conf: 100016777413533121337720101676313122217860334266866214444887

Hconf: 4758200000000000129595959852000220298799959500000000000000000
Econf: 000000000955555300000000000000000000000000000000000010000000
Cconf: 524179559000000687000000147999779701200000099999955989599959%

Anh: KY
Pred: —-—
Conf: 79

Hconf: 00
Econf: 00
Cconf: 99
Slika 16: Napoved sekundarne strukture humanega SAA3 s spletnim orodjem YASPIN

Opombe: AA = aminokislina; Hconf = verjetnost alfa vija¢nice ; Econf = verjetnost beta strukture; Cconf =
verjetnost nakljuéne zanke; Conf = Verjetnost pravilne napovedi (0 = najnizja, 9 = najvisja)

Internetno orodje SOPMA (ID: e42a7d73a72b) pa nakazuje da naj bi struktura vsebovala
66 aminokislinskih mest, ki predstavljajo del alfa vijacnic, kar je 54,1 % deleZ celotnega
zaporedja. 45 aminokislinskih mest predstavlja naklju¢ne zanke, 11 pa beta stukture od
skupno 122 mest (Slika 17).
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Parameters :
Window width @ 17
Similarity threshold : 8
Number of states

Slika 17: Napoved sekundarne strukture humanega SAA3 s spletnim orodjem SOPMA (Vir:
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html; ID: e42a7d73a72b)

Poleg tega sem uporabil Se orodja Phyre2, RaptorX in PredictProtein. Rezultate vseh
spletnih orodij sem zdruzil in izracunal povpreé¢ja za vsako sekundarno strukturo posebej.

Ti pa nam prikazujejo, da je izotip SAAS3 sestavljen ve¢inoma iz alfa vija¢nic (52,8 %) in
nakljuénih zank (36,1 %). Beta struktura predstavlja pa le dobrih 10,7 % celotnega

&loveskega SAA3 (Tabela 8).

Tabela 8: Delezi sekundarnih struktur v serumskem amiloidu A3 v odstotkih (%6)

SAA3 Alfa vijacnica (o) | Beta struktura (B) | Nakljuéna zanka | Dodatni podatki
YASPIN 36,0 12,0 52,0
25% neurejenos*t*
PHYRE2 80,0 0,0 20,0 | 13 % trans. vijac.
RAPTORX 52,0 13,0 33,0| 1 % neurejenost
PREDICTPROTEIN 41,9 19,7 38,5
SOPMA 54,1 9,0 36,9
Povprecje 52,8 10,7 36,1

Opombe: *Upostevana le tista mesta, kjer je zanesljivost napovedi (Conf) in zanesljivost dolo¢ene strukture,
alfa strukture (Hconf), nakljuéne zanke (Cconf), beta strukure (Econf) na dolo¢enem mestu presegla vrednost

6; ** nanaSa na delez transmembranskih vijacnic




Kopitar. L. Opredelitev struktur in funkcij izotipov humanega SAA z bioinf. podatkovnimi bazami in orodji.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014 26

4.2.7 Sekundarna struktura SAA4

Orodje za dolo¢evanje sekundarne strukture Yaspin prikazuje, da je po vecini serumski
amiloid A4 sestavljen iz alfa vija¢nic in naklju¢nih zank (Slika 18). Ob predpostavki, da je
zanesljivost napovedi, oznaena z oznako Conf. z veljavnimi vrednostmi od 1 (nizka
verjetnost) do 9 (visoka verjetno) in ¢e uposevamo le tiste napovedi, Kjer je zanesljivost
napovedi vecja ali enaka 7, in hkrati posledi¢no tudi zanesljivost napovedane strukture
(Econf, Hconf ali Econf) ve¢ja ali enaka 7, pridemo do naslednjih ugotovitev. Aminokislin,
ki so del alfa vijacnic je 10, kar predstavlja 37,0 % delez, beta struktur 4 (14,8 %),
nakljucnih zank pa 13 (48,2 %).

YASPIN PREDICTION RESULTS

Name: P35542 (SAR4 HUMAN)|
Length: 130

“Rey

% AA: Target sequence

* Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, -=coil)
* Conf: Confidence (0=low, S=high)

*Hconf: Confidence of helix predictions

*Econf: Confidence of strand predictions

*Cconf: Confidence of coil predictions

AZ: MRLFTGIVECSLVMGVTSESWRSFFREALQGVGDMGRAYWDIMISNHONSNRYLYARGNY
Pred: —-EEEEEEEEEEEEEEEE---HHHHHHHHH--HHHHHHHHHHHHHH------—-— EEEE=———
Conf: 910336577756765034560000227632873858683384734201135036222561

Hconf: 000000000000000000003015999950099999999559595254500000000005
Econf: 0689555959595555580000660000000000000000000000000000855580000
Cconf: 931000000000000015596320000005500000000000000745495100019554

AA: DARQRGPGGVWAARLISRSRVYLQGLIDCYLFGNSSTVLEDSKSNEKAEEWGRSGKDEPDR
Pred:icr=—rooss EEEEEE---HHHHHHHHHHHHH-—————————— HHHHHHHHH-———————-
Conf: 101016777514533121225646850100005456771011143388603342668662

Hconf: 474720000000000001599595595764520000006325999959558000000000
Econf: 000000000999555500000000000003130000000100000000000000000000
Cconf: 525275559000000498000000000231249955553564000000001595599959%

2ARA: FRPDGLPEEY
Pred: ===
Conf: 1443488779

Hconf: 0000000000
Econf: 1000000000
Cconf: 8999995599

Slika 18: Napoved sekundarne strukture humanega SAA4 s spletnim orodjem YASPIN
Opombe: AA = aminokislina; Hconf = verjetnost alfa vija¢nice ; Econf = verjetnost beta strukture; Cconf =
verjetnost nakljucne zanke; Conf = Verjetnost pravilne napovedi (0 = najnizja, 9 = najvisja)

Internetno orodje SOPMA (ID: 4d51c0843422) pa nakazuje da naj bi struktura vsebovala

70 aminokislinskih mest, ki predstavljajo del alfa vijacnic, kar je 53,9 % delez celotnega

zaporedja. 52 aminokislinskih mest predstavlja naklju¢ne zanke, 8 pa beta stukture od
skupno 130 mest (6,2 %) (Slika 19).
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Alpha helix (Hh) : 70 is 53.85%
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Other states : 0 is 0.00%
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Parameters :

Window width @ 17
Similarity threshold : 8
Number of states H 4

Slika 19: Napoved sekundarne strukture humanega SAA4 s spletnim orodjem SOPMA (Vir:
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html; ID: 4d51c0843422)

Poleg tega sem uporabil Se orodja Phyre2 (SAAL, JobID: c6f99544b2edb7ch; SAA2,
JobID: bc2feald81d232ac; SAA3, JobID: 97de244bda9faad6; SAA4, JoblD:
9a9dcd14075cflbd), RaptorX (SAAL, JobID: 36134250; SAA2, JobID: 15019717; SAA3,
JoblID: 39254074; SAA4, JoblD: 38943712) in PredictProtein (SAAL, JoblD: 477570;
SAA2, JoblD: 477571; SAAS3, JoblID: 477581; SAA4, JoblD: 477585). Rezultate vseh
spletnih orodij sem zdruzil in izracunal povprec¢ja za vsako sekundarno strukturo posebej.
Ti pa nam prikazujejo, da je izotip SAA4 sestavljen ve¢inoma iz alfa vija¢nic (50,5 %) in
nakljuénih zank (39,2 %). Beta struktura predstavlja pa le dobrih 10,1 % celotnega
¢loveskega serumskega amiloida A4 (Tabela 9).

Tabela 9: Delezi sekundarnih struktur v serumskem amiloidu A4 v odstotkih (%)

SAA4 Alfa vijacnica (a) | Beta struktura (B) | Nakljuéna zanka | Dodatni podatki
YASPIN 37,0 14,8 48,2

Phyre2 72,0 0,0 28,0 |30 % neurejenost
RaptorX 48,0 12,0 39,0 | 1 % neurejenost
PredictProtein 41,5 17,7 40,8

SOPMA 53,9 6,2 40,0

Povprecje 50,5 10,1 39.2
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Opombe: *Upostevana le tista mesta, kjer je zanesljivost napovedi (Conf) in zanesljivost dolo¢ene strukture,
alfa strukture (Hconf), nakljucne zanke (Cconf), beta strukure (Econf) na dolo¢enem mestu presegla vrednost
6

4.2.8 Primerjave sekundarnih stuktur izotipov SAA

Vsi izotipi SAA so si po delezu posameznih sekundarnih struktur zelo podobni (Tabela
10). SAAL sicer izstopa po delezu alfa vijacnice za priblizno 3-6 % (56,4 %) z razliko
ostalih izotipov (v povpre¢ju delezi alfa vijacnic znasajo ~ 51.4 % ), zato pa vsebuje
najmanjsi delez beta struktur (6,6 %), Ki je za vsaj 3,5 % nizji v primerjavi z ostalimi (>
10.1 %). Najnizji delez alfa vijac¢nic vsebujeta SAA2 in SAA4 in sicer 50.8 % oziroma
(11.95 %). V primerjavi z njegovim najbolj podobnim izotipom SAAL (95 % homologija),
ima nekaj manj kot dvakrat visji delez prisotnih beta struktur (SAAL(B) = 6.6 %; SAA2(B)
=12.0 %; A(SAAL(B),SAA2(B))= 5.4 %).

Tabela 10: DeleZi sekundarnih struktur za posamezen izotip serumskega amiloida A v odstotkih (%)

2° struktura Nakljuéna |},
SAA izotipi Alfa vijacnica (o) | Beta struktura () | zanka
SAAl 56,4 6,6 36,8 99,8
SAA2 50,8 12,0 35,2 98,0
SAA3 52,8 10,7 36,1 99.6
SAA4 50,5 10,1 39,2 99,8

Za ocenitev SAA struktur je bilo uporabljenih ve¢ orodij (Slika 20). Z namenom, da bi
doloc¢ili relevantnost podatkov smo kot kriterij uporabili citiranost orodij za dolo¢anje
sekundarnih  struktur, ki je bila pridobljena s pomocjo Google Ucenjaka
(http://scholar.google.si) za vsako orodje posebe;j.

SOPMA: (¢lanek citirani 791-krat, vir iz leta 1995) [19]

Phyre2: (¢lanek citiran 1832-krat, vir iz leta 2009) [31]

Yaspin: (¢lanek citiran 161-Krat, vir iz leta 2005) [23]

RaptorX: (¢lanki citirani najve¢ 45-krat, viri med leti 2011-13) [24, 25, 26, 27]
PredictProtein: (Clanek citiran 1 krat, vir iz leta 2014) [28]

Slika 20: Pojavnost orodij za napovedovanje sekundarnih struktur

V nedavni raziskavi je bil SAA1.1 protein kristaliziran in njegova struktura dolo¢ena [39].
SAA1.1 obstaja kot heksamer s podenotami, ki kazejo 4 vija¢no konformacijo. Ista skupina
je dolocila vezavo heparina in HDL na SAAL.1 ter amiloidogene epitope. Stevens F.L. je
porocal 0 analizi primarne strukture humanega SAA ter nakazal verjetno homologijo z N-
domeno hemocianinov ¢lenonozcev, Ki kazejo na to, da priblizno 80 % proteina sestavljajo
snopi alfa vija¢nic vkljucno s (preostalim) C-terminalnim delom, ki je potencialno neurejen
[50]. Prvoten SAAL.1 po zadnjih raziskavah naj ne bi vseboval beta struktur [20], kar se
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priblizno ujema z napovedanimi rezultati (78 % alfa vija¢nic in 0 % napovedanih beta
struktur) najbolj citiranega uporabljenega orodja Phyre2, ki je bil po podatkih Google
Ucenjaka citiran Ze preko 1800 krat (Slika 20), kljub temu da obravnavana zaporedja SAA
vsebujejo signalne peptide. Medtem ko ostala orodja predvidevajo v povpre¢ju bistveno
manjsi delez v primeru alfa vijac¢nic (51,0 %), oziroma ve¢ji delez beta struktur (8,2 %).
Slednji rezultati se bolje ujemajo s starejSimi Studiji, starim 10 in ve¢ let, kjer analize
cirkularnega dikroizma (CD) fuzijskega proteina, v kateri je bil humani SAA1.1 povezan s
stafilokokno nukleazo nakazujejo, da naj bi alfa vija¢nice predstavljali 33-44% vseh
sekundarnih struktur v SAA [50]. Poleg tega pa naj bi v tem obdobju Wang in sodelavci
odkrili priblizno 50% prisotnost strukture alfa vija¢nice v njihovih analizah CD [37].

4.3 Terciarne strukture izotipov serumskega amiloida A

SAAL1 je sestavljen iz snopa stirih alfa vija¢nic, vkljuéno s signalnim peptidom (K2-S18) in
dolgim C-terminalnim repom (G107-Y122). Nizi ob obeh modelih predstavljajo zacetna in
kon¢na mesta signalnega peptida, vijacnice 1, vijacnice 2, vijacnice 3, vijacnice 4 in C-
terminalnega repa. Zacetne Crke v nizih predstavljajo aminokisline, Stevilke pa njena
zaporedna mesta v proteinu (Slika 21).

Alfa vijacnici N-konca (vijacnici 1 in 3) naj bi bili amiloidogena peptida SAAL.1. Ker pa
sta skriti v heksameru, naj bi to pomenilo, da je naravni protein SAA nepatogen, kar se tice
amiloidnega potenciala. Monomer SAAl.1 se po strukturi razlikuje od monomera
citokinov, vendar pa je zelo podoben N-terminalni domeni apolipoproteina E (ApoE), z
razliko da sta polozaja alfa vija¢nic (vijacnici 3 in 4) pri SAAL.l in ApoE zamenjani.
Monomer SAALI.1 je storZaste oblike, njegov C-terminalni rep poteka po $irini snopa $tirih
alfa vijacnic in tako tvori solne mostove in vodikove vezi s tremi alfa vijacnicami

(vijacnice 1, 2 in 4). Tako da je C-terminalni rep klju€nega pomena pri stabiliziciji
monomera [39].

Slika 21: Model monomera ¢loveskega SAA1 (Phyre ID: c4ip8B_) obdelan s pomodjo programa
ArgusLab, prikazan s strani (na sliki levo) in od zgoraj (na sliki desno).
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4.3.1 Sekundarne strukture pomembne za terciarno strukturo

SAAl

Monomer SAAL je sestavljen iz snopa Stirih alfa vija¢nic [39]. Po rezultatih orodja Phyre 2
(Job: c6f99544b2edb7cb), prva vijacnica oziroma vijacnica 1 je dolzine 30 AK (od 19. do
48. mesta v zaporedju) (Slika 22). J. Lu in sodelavci so oznacli od 19. do 45. mesta v
zaporedju, kar nanese, da je vijac¢nica 1 dolzine 27 AK [39]. Vija¢nica 2 poteka od 51.
mesta pa do 65. mesta v zaporedju (dolzine 15 AK), kar se ne razlikuje veliko v primerjavi
z nedavno analizo (od 50. do 65. mesta v zaporedju; dolzine 16) [39], vija¢nica 3 poteka od
69. do 86. mesta v zaporedju (dolzine 18 AK), kar se razlikuje za dolzino dveh aminokislin
(od 68. do 87. mesta v zaporedju; dolzine 20) [39], vijacnica 4 poteka od 91. do 105
(dolZine 15 aminokislin), kar se razlikuje od raziskave J. Lu in sodelavcev za dolzino ene
aminokisline (od 91. do 106. mesta v zaporedju; dolzine 16) [39].

Signalni peptid poteka od 2-18 (dolzine 17 AK), C-terminalni rep pa poteka od 107-122
(dolzine 16).
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Slika 22: Sekundarna struktura SAA1 z grafi¢no razvidnimi alfa vija¢nicami (Phyre 2; Job:
€6f99544b2edb7cb)

Ker skupina Lu et al. ni obravnavala SAA2-4, nadaljnje primerjave niso bile mozne.
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SAA2

SAA2 naj bi bila po napovedih orodja Phyre 2 (Job: bc2feal481d232ac) sestavljen iz
snopa $estih vijacnic, pri ¢emer je prva vija¢nica signalni peptid (Slika 23).
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Slika 23: Sekundarna struktura SAA2 z grafi¢no razvidnimi alfa vija¢nicami (Phyre 2; Job:
bc2feal481d232ac)

SAA3

SAAS naj bi bil po napovedih orodja Phyre 2 (Job: 97de244bda9faa46) sestavljen iz snopa
petih vijacnic (Slika 24), pri tem naj bi prva vijac¢nica vsebovala tudi signalni peptid in pa
poleg alfa vijacnice tudi transmembransko vijacnico od 15. do 30. mesta v
aminokislinskem zaporedju (dolzine 16 AK).
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Slika 24: Sekundarna struktura SAAS3 z grafi¢no razvidnimi alfa vija¢nicami (Phyre 2; Job:
97de244bda9faad6)
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SAA4

SAA4 naj bi bil po napovedih orodja Phyre 2 (Job: 9a9dcd14075cflbd) sestavljen iz snopa
petih vijacnic (Slika 25), pri ¢emer je prva vijacnica najverjetneje signalni peptid.
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Slika 25: Sekundarna struktura SAA4 z grafi¢no razvidnimi alfa vija¢nicami (Phyre 2; Job:
9a9dcd14075cf1bd)

4.4 Kvartarne strukture serumskega amiloida A

SAA lahko oblikuje heksamer, sestavljen iz Sestih monomerov, kjer je vsak sestavljen iz
snopa Stirih alfa vijaénic z dodatkom dolgega C-konca. C-terminalni rep snopa alfa
vijacnic je razpotegnjen. Vsebuje dve pozitivno nabiti gruci, ki sta vkljuceni v SAA vezavo
s heparinom ter visoko sulfatnim glukozaminom. Ena gruca se nahaja na sredi heksamera,
druga pa na vrhu, kjer je mesto vezave HDL, kjer pa lahko predstavlja oviro za vezavo sam
heparin [39].

4.5 Funkcionalna napoved SAA iz struktur

Glede na to, da sta SAAL/2 inducibilna proteina, SAA4 pa je konstitutivno izraZzen, smo
iskali med njima tudi razlike struktur, ki bi nam lahko napovedovale dolocene
funkcionalne razlike.

4.5.1 Primerjava aminokislinske sestave izotipov SAA

Da bi lahko ugotovili, kako se primerjajo Stevilo in delez posameznih aminokislin
primarnih struktur SAA izotipov je bila narejena primerjava aminokislinske sestave SAAL,
SAA2, SAA3 in SAA4 (Tabela 11).
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Tabela 11: Primerjava aminokislinskih sestav za posamezen izotip SAA

= SAA Izotipi SA;IAl SA;IAZ SA;]A3 SA;]A4
Aminokisline
(%) (%) (%) (%)
Alanin (A) 16 0 o °
(13,1) | (13,11) | (10,7) (6,2)
— 1 1 1 2
Cistein (C) (0,8) (0,8) (0,8) (1,5)
Asparaginska kislina (D) (7?4) (62,36) (65,36) (65,32)
Glutaminska kislina (E) (577) ( 469) (451) (466)
_ ] 9 7 4 6
Fenilalanin (F) (7,4) (5,7) (3,3) (4,6)
— 14 13 14 14
Glicin (G) (11,5) | (10,7) | (11,5) | (10,8)
Histidin (H) y ° y '
(25 | (16 | (25 | (08)
ovain 1 3 3 3 5
Izolevcin (1) (2,5) (2,5) (2,5) (39
— 5 5 10 7
Lizin (K) (4,1) (4,1) (8,2) (54)
_ 8 9 8 10
Levcin (L) (6,6) (7,4) (6,6) (7,7
- 3 3 3 4
Metionin (M) (2,5) (2,5) (2,5) (3,1)
Asparagin (N) > ° ° °
4,1) (4.9 (4,1) (4,6)
_ 4 4 4 4
Prolin (P) (3,3) (3,3) (3,3) (3.1
_ 2 2 6 4
Glutamin (Q) (16) | (16) | (49 | (3.1
— 10 12 6 11
Arginin (R) 82 | (98 | (49 | (85)
Serin (S) 19 v ) o
(8,2) (9,0) (74) | (10,0)
_ 1 2 5 3
Treonin (T) (0,8) (1,6) (4,1) (2,3)
_ 4 4 6 7
Valin (V) B3) | (33 | 49 | (54
_ 3 3 4 4
Triptofan (W) (2,5) (2,5) (3,3) (3,1)
o 5 5 5 7
Tirozin (Y) 41 | 410 | @) | G4
Skupai 122 122 122 130
Paj (100,2) | (100,0) | (100,3) | (100,3)

Opombe: n = $tevilo aminokislin, % = odstotek aminokislin
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Najpogostejsi aminokislini pri vseh izotipih SAA sta alanin in glicin (pri SAA4 tudi serin),
naslednje najpogostejSe so arginin, asparaginska kislina in serin. Po aminokislinski sestavi
najbolj izstopa SAA3, ki ima manj serinov in argininov ter ve¢ lizinov, glutaminov,
treoninov in valinov kot SAA1/2. SAA4 ima od vseh izotipov SAA4 najve¢ aminokislin
potencialno vpletenih v fosforilacijo serinov (13) ter tirozinov (7). Prav tako ima tudi dva
cisteina, ki bi lahko bila vpletena v izgradnjo di-sulfidnega mostu.

4.5.2 Primerjava post-translacijskih sprememb izotipov SAA

Po sintezi polipeptidov ali proteinov lahko pride do dodatnih sprememb proteina, ki imajo
lahko velik vpliv na njegovo delovanje ter lokalizacijo znotraj ali zunaj celice, kot so
fosforilacija, glikozilacija, tirozin sulfatacija, sumoilacija, miristoilacija, manozilacija.

4.5.2.1 Fosforilacija

Je najbolj razsirjena oblika post-translacijske modifikacije, saj naj bi bilo vselej do 30 %
proteinov v celicah sesalcev fosforiliranih. Reverzibilna fosforilacija proteina vpliva na
presnovo, rast, delitev, diferenciacijo, membranski transport, kréenje miSic, imuniteto,
ucenje, spomin in tako dalje [15]. Za napovedovanje fosforiliranih mest sem uporabil
orodje NetPhos 2.0 Server [6].

4.5.2.2 Glikozilacija

Glikozilacija aminokislin je lahko O-vezana ali N-vezana. Ve¢ kot polovica vseh proteinov
in veliko lipidov v bioloskih sistemih je glikoziliranih [20].

N-glikozilacija

Ta post-translacijska modifikacija je bistvenega pomena za prezivetje celic in razvoj
celicnega cikla. Je metaboli¢ni proces, ki deluje tako, da spreminja/zamenjuje ustrezna
mesta asparagina v proteinih z oligosaharidnimi strukturami ter tako vpliva na lastnosti in
bioaktivnosti proteinov. N-povezani ogljikovi hidrati imajo pomembno vlogo pri zvijanju
proteinov, konformaciji, stabilnosti in pri usmerjanju proteina znotraj celice, kakor tudi
zunajceli¢no [34]. N-glikozilacija se za¢ne v endoplazemskem retikulum (ER) in kasneje
zavzame mesto v Golgijevem aparatu (GA) [20].

O-glikozilacija (mucinski tip GalNac)

O-glikozilacija je obi¢ajno stimulirana znotraj golgijevega aparata, ve¢inoma s pomoc¢jo N-
acetil-galaktozaminil-transferaze, ki prenasa N-acetil-galaktozamine (GalNAc) na stranske
verige serinov ali treoninov [20].

Ima pomembno vlogo pri aktivnosti in transportu proteinov, Se posebej pri tistih, Ki se
izlo¢ajo in potujejo skozi celicne membrane. O-Glikani tipa mucin naj bi bili vezani na
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znotrajceli¢ni protein Orpl50, ki je vpleten v jedrno lokalizacijsko zaporedje [49]. Za
dolocanje O-glikozilacijskih mest sem uporabil orodje NetOGlyc 4.0 Server [28].

C-manozilacija

Je novejsi tip glikozilacije v primerjavi z N- in O-glikozilacijo. C-manozilacija vsebuje a-
manopiranozil, ki je kovalentno pripet na triptofanov indolni C2 ogljikov atom proteina.
Prisotnost C-manozilacije naj ne bi imela vpliva na encimsko aktivnost [21]. Za
dolo¢evanje manozilacijskih mest sem uporabil orodje NetCGlyc 1.0 Server [29].

4.5.2.3 Tirozinska sulfatacija

Je post-translacijska modifikacija, kjer se sulfatna skupina veze na tirozin. Glavna naloga
je krepitev interakcij med proteini. Poleg tega pa je potrebna pri procesih koagulacije krvi
(zaznan je bil na fibrinogenu, Faktorjih V, VIII, IX), pri vezavi levkocitov na endotelij,
vezavi hormonov na receptorje, vezavi liganda na kemokinske receptorje ter pri
interakcijah proteinov v ekstracelularni matriks [2]. Za dolo¢evanje mest tirozinske
sulfatacije sem uporabil orodje The Sulfinator [4].

4.5.2.4 N-terminalna miristoilacija

Je ko-translacijska modifikacija vkljuéena v proteinske interakcije in pomembno vlogo ima
tudi pri utrjevanju polipeptidov fosfolipidni dvosloj. Sestavljen je iz 14 ogljikovih
nasi¢enih mascobnih kislin, miristinske kisline preko amidne vezi do NHz-terminalnega
glicina tar¢nega proteina. Je zelo specificna modifikacija, pomembna za delovanje veliko
regulatornih proteinov in encimov. N-miristoilacija je konstituitivna in ireverzibilna
modifikacija [1]. Za dolo¢evanje mest miristoilacije sem uporabil orodji Myristolator in
NMT [8].

4.5.2.5 Sumoilacija

Je post-translacijska modifikacija, kjer se SUMO protein kovalentno veze na protein.
Prisoten je v procesih kot so jedrno citosolni transport, proces transkripcijske regulacije,
apoptozi (kontrolirana celi¢na smrt), stabilnosti proteina, odziv na stres [25]. Je vkljuéena
oziroma se pojavlja v signalnih poteh, znotraj jedra in tudi v ostalih delih celice. [3].

Rezultati zgoraj opisanih posameznih post-translacijskih modifikacijskin sprememb
SAA1-4 so prikazani v tabeli (Tabela 12).
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Tabela 12: Post-translacijske modifikacije izotipov SAA.

Posttranslacijske Uporabljeno
Modifikacije SAAl SAA2 SAA3 SAA4 orodje
Fosforilacija 20, 50, 102,
Serin |40, 106 40, 94, 106 | 40, 50, 106 | 104, 114
NetPhos 2.0
Treonin| / 87 87 / Server
Tirozin | 47, 53 47,53 47,53 /
NetNGlyc 1.0
N-glikozilacija / / / 94 (0.6) Server
O-glikozilacija NetOGlyc 4.0
(mucinski tip GalNac) | 106 106 106 114 Server
Tirozin sulfatacija / / / / The Sulfinator
- Myristoylator
N-terminal 6, 58,68, |6,58,69, |6,58,68, |6,58,68, - NMT
miristoilacija 90 90 97 85, 93 - ProteinPredict
NetCGlyc 1.0
C-manozilacija / / / / Server
Sumoilacija 64 (0.6) |64(0.6) [108(0.6) |116(0.6) SUMOplot™
108 (0.6) |52(0.2) |49(0.5) |107(0.5)  |AnalysisProgram
52 (0.2) 52(0.2)

Opombe: Stevilke ozna¢ujejo mesto modifikacije v dolo¢enem izotipu, v oklepaju pa je oznaéena verjetnost
modifikacije na tem mestu

Najvec fosforiliranih mest vsebujeta SAA2 in SAA3, vsaka po 6. Najmanj pa SAAI in
sicer 4. Treoninska fosforilacija je prisotna le v izotipih SAA2 in SAA3, medtem ko je
tirozinska fosforilacija prisotna pri vseh izotipih razen SAA4. Pri SAA4 so bila zaznana le
mesta serinske fosforilacije. Pri SAAl, SAA2 in SAA3 se vsa mesta fosforilacije
razporejena med 40. in 160. mestom, pri SAA4 pa so fosforilacijska mesta razporejena ze
od 20. mesta pa vse do 114. mesta v zaporedju. N-glikozilacija je prisotna le pri SAA4 in
sicer na 94. mestu AK zaporedja s 60 % verjetnostjo, medtem ko pa je bila O-glikozilacija
zaznan pri vseh izotipih SAA1-4. Prisotnost tirozinske sulfatacije in C-manozilacije ni bila
zaznana pri nobenem izotipu SAAL1-4. Miristoilacijska mesta so bila zaznana pri vseh
izotipih SAA le z spletnim orodjem ProteinPredict. Za izotipa SAAL in SAA2 so zaznana
skoraj popolnoma enaka miristoilacijska mesta. Najve¢ miristoilacijskih mest ima protein
SAA4. Najve¢ mest sumoilacije ima izotip SAAI1 (2 mesti), ¢e upostevamo le tista, ki so
napovedana z 60 % verjetnostjo ali ve¢. Ostali trije izotipi SAA2-4 pa imajo pri enakem
pogoju vsak po eno mesto sumoilacije. Najmanj mest sumoilacije ima SAA2, ce
upostevamo le tista mesta sumoilacije, Ki so bila napovedana s 50 % verjetnostjo ali vec.

4.5.3 Proteinske interakcije SAAl-4

Proteinske interakcije lahko veliko povedo o funckijah, pa tudi o lokaciji proteina glede na
protein, s katerim sodeluje v interakciji.
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SAAL sodeluje v interakcijah, po podatkih podatkovnih baz in analizah spletnih orodij z
najve¢ razlicnimi proteini (COL4Al, COL4A2, COL4A3, COL4A4, FPRL-1, LAMAL,
VIMP/SELS, VKORCI), ti so bili doloceni z vecino orodij. BAT2 (D6S51),
ENSG00000232432, UBC in SAA2 so bili dolo¢eni z poskusi pri visoki verjetnost (vsaj
71,1 % verjetnost). Preko »Textmining« metode so0 bili zaznana $e proteini SCARB1 (85,9
%), CRP (80,6 %), CTR9 (80,0 %) in LDHC s 67,5 % verjetnostjo (Tabela 13).

SAA2 zagotovo sodeluje v interakcijah s proteini COL4A1, LAMAL IN APOAL. SAAL,
CRP in APCS so bili zaznani le s pomocjo podatkovne baze String. Poleg naStetih so v
podatkovni bazi HighPredict zaznani tudi COL4A2, COL4A3, COL4A4, FPRL-1 in
VIMP, vendar slednji niso zelo zanesljivi, saj so bili doloc¢eni s pomo¢jo proteina SAA1/2
(P02735), kar pa je veljal za predhodnika SAA1 (PODJI8) in SAA2 (PODJI9).

SAAZ je vkljucen v signalnih poteh metabolizma selena. SAA4 sodeluje v interakcijah s
proteini COL4A1, NUDT9P1, SELS, LDHC, LDHA in KCNCL.

Tabela 13: Proteinske interakcije z izotipi SAA1-4

SAAl  SAAl SAA2 SAA1 SAA3 SAA | sAA4 SAAL
Vezan protein Vir Vezan protein Vir Vezan protein Vir Vezan protein Vir
COL4AL COLAAL  [iFi.vug | Selenium "= [COL4AL v
HPRD (in Vitro) String Experiments HPRD (in Vitro)
(0.619) pathway HitPredict
(High confidence)
String Experiment
(0,634)
COL4A2 ™ COL4A2 it | NUDTOP1 o
HPRD (in Vitro)
wiki pi, * HitPredict HitPredict
CO L4A3 Ncbi, CO L4A3 (I—: iglﬁ:olr?fidence) SELS (I—:igr:?:olrffidence)
HPRD (in Vitro)
wiki pi, * HitPredict String Textmining
CO L4A4 mi’bFlzD (inVitro) C O L4A4 (High confidence) LD H C (0,732)
in Vitro,
wiki pi, B HitPredict String Textmining
FPRL-1 Hggb (Vi) FPRL-1 (High confidence) LDHA (0,609)
in Vitro
wiki pi, wiki pi String Textmining
LAMA1 Nebi, LAMAL HPRD (in Vitro) KCNC1 (0,679)
HPRD (in Vitro) String Experiments
(0,619)
wiki pi, * HitPredict
VI M P Ncbi, V I M P (High confidence)
HPRD (in Vitro)
(SELS) String Experiments
(O572) S
VKORC1 kv APOAl  Wkipi
String Experiments
(0,789)
String Textmining String Coexpression,
SCAR Bl (0,859) SAAl Homology
(0,782)
CRP (Sgggg)Textmining CRP (Sér;régg)'l'extmining
String Textmining String Textmining
CTRg (0,800) APCS (0,671)
String Experiments |
BAT2 0.768)
(D6S51)
AN String Coexpression,
S 2 Homology
(0,782)
ENSGOO String Experiments
(0,718)
00023243
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Opombe: * Potencialni proteini ki sodelujejo v interakciji s SAA2, saj so bili dolo¢eni preko skupnega
proteina z oznako SAA1/2 (P02735)

Glukozaminoglikani (GAGs) kot sta sulfaten heparin/heparan (HS) so povezani z reaktivno
amiloidozo. Z analizami strukturnih mutacij so odkrili pozitivno nabita mesta v GAG in
vsaj dve vezavni mesti HS na SAA. N-konec monomera SAAL.1 (vija¢nica 1) naj bi bil
pomemben del pri vezavi HDL na SAA [13].

Potencialni receptorji za SAA so FPRL-1/ALX, TLR-2, TLR-4, SR-BI/ABCAL, TANIS,
CD55, RAGE. FPRL-1/ALX naj bi imel pomembno vlogo pri vnetju in sprostitvi IL-6, IL-
8. Reguliral naj bi NF-KB, aktivnost AP-1 vezave DNK. Pomembno vlogo ima pri zas¢iti
nevrofilcev pri vnetjih in reumatskih sinoviocitih pred apoptozo ter sodeluje v regulaciji
migracije levkocitov pri vnetju. Receptor TLR-2 je vpleten v aktivacijo NF-KB. Poveca
ekspresijo dveh protivnetnih citokinov IL-10 in IL-1R receptorju agonistu, poveca
ekspresijo 1L-23p19, zmanjsa pa ekspresijo IL-12p40 in TNF-a. Receptor TLR-4 ne
stimulira nobene sinteze v makrofagih. Povzroca fosforilacijo p42/44 in p38 MAPK.
Receptor SR-BI/ABCAL povzro¢a povecane ravni fosforilacije MAPK p42/44, p38 in
JNK. Vpliva na povec¢an vnos holesterilnih estrov. TANIS je izrazen pri sladkorni bolezni
tipa 2. CDS55 je v velikih koli¢inah ekspresiran v celicah malignih tumorjev. Medtem ko
receptor RAGE aktivira NF-KB, MAPK, p42/44 in p38, kar vodi do povecane ekspresije
monocitnega tkivnega faktorja [33].

45.4 Lokalizacija SAAl-4

Za vlogo proteina je pomembna njegova lokalizacija znotraj celice, kakor tudi
zunajcelicno.

S pomocjo vecine portalov, orodij in podatkovnih baz sem prisel do zakljucka, da je
lokalizacija akutno faznih izotipov SAAL, SAA2 in SAA3 najverjetneje zunajceli¢na.
Orodje Hum-mPLoc2 [13, 14], Orodje CELLO [12] prikazuje SAA1-4 kot druzino, ki ima
zunajceli¢no lokalizacijo, podobno velja za podatkovno bazo HPRD, vendar za razliko ta
ne vsebuje nobenih podatkov za izotip SAA3.

CELLO sicer nakazuje moznosti lokalizacije SAA1-2 v mitohodnriju, pri SAA1-2 z malo
manjS$o vrednostjo kot je napovedana zunajceli¢na lokalizacija. Orodje Psort2 izotipom
SAA1-3 prav tako napoveduje zunajcelicno lokalizacijo, pri ¢emer pripisuje zunajceli¢ni
lokalizaciji SAA1 najvecjo verjetnost (77,8%). Podatkovna baza BioGPS in portal NCBI
za SAAL navajata poleg zunajcelicne lokalizacije tudi lokalizacijo z lipoproteini visokih
gostot delcev, zunajcelicnim vezikularnin eksosomom in endocitnim lumnom vezikla,
medtem ko za SAA2 navajata le lokalizacijo z lipoproteini visokih gostot delcev.
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Lokalizacijo SAA4 ve¢ kot polovica portalov/orodij/podatkovnih baz prikazuje kot
zunajceli¢no. Orodje CELLO daje lokalizaciji v mitohondriju (vrednost 1,3) malenkostno
prednost pred zunajceli¢no lokalizacijo (1,2). Orodje Psort2 navaja kot najbolj verjetno
lokalizacijo v citoplazmi (30,4 %), sledita pa jima lokalizacija v mitohondriju (26,1 %) in
zunajceli¢na (21,7 %). Portal NCBI oziroma podatkovna baza BioGPS navajata poleg

zunajceli¢ne lokalizacije tudi lokalizacijo z lipoproteini visokih gostot delcev.
Pri vseh S§tirih izotipih SAA je bilo z orodjem TargetP [9] dolo¢eno, da so SAAL1-4 del
izlo¢evalne poti in da z vsaj 88,6 % verjetnostjo vsebujejo signalni peptid (Tabela 14).

Tabela 14: Podatki o lokalizacijah SAA1-4 s pomo¢jo portalov/podatkovnih baz in napovedovalnih

orodij
Orodje/portal/
Baza podatkov |SAA1l SAA2 SAA3 SAA4
- zunajcelicna |- zunajceli¢na - zunajceli¢na -mitohondrij
(1.699) (1.614) (2.626) (1.330)
- mitohondrij - mitohondrij - mitohondrij -Zunajceli¢na
CELLOVv.25 [(1.374) (1.441) (1.102) (1.234)
Hum-mPLoc2 |- zunajcelicna | - Zunajceli¢na - Zunajceli¢na -Zunajceli¢na
- citoplazma
(0.304)
- mitohondrij
- zunajceliéna, (0.261)
vkljucno s - Zunajceli¢na, - Zunajceli¢na, - Zunajceli¢na,
celi¢no steno vkljucno s celiéno | vkljuéno s celicno | vkljuéno s celicno
Psort2 (0.778) steno (0.667) steno (0.667) steno (0.217)
- [zloCevalna
pot / vsebuje - Izlo¢evalna pot / |- IzloCevalna pot/ |- Izlo¢evalna
signalni peptid | vsebuje signalni vsebuje signalni pot/vsebuje signalni
TargetP (0.907) peptid (0.904) peptid (0.938) peptid (0.886)
HPRD - zunajceli¢na | - Zunajceli¢na / - Zunajceli¢na
- zunajcelina
regija,
- lipoprotein
visoke gostote
delcev,
- Zunajceli¢ni - Zunajceli¢na
vezikularni regija,
BioGPS eksosom - Lipoprotein - Lipoprotein
(Cellular - Endocitni visoke gostote visoke gostote
Component) lumen vezikla | delcev / delcev
- Zunajceli¢na
regija,
- lipoprotein
visoke gostote
delcev,
- Zunajcelicni - Zunajcelicna
vezikularni regija,
eksosom - lipoprotein - Lipoprotein
- Endocitni visoke gostote visoke gostote
NCBI lumen vezikla |delcev / delcev




Kopitar. L. Opredelitev struktur in funkcij izotipov humanega SAA z bioinf. podatkovnimi bazami in orodji.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014 40

Kolokalizacija SAA v HCAEC je bila opazena v povezavi z mikrotubuli, redkeje z
vimentin filamenti, medtem ko kolokalizacija z aktinskimi filamenti ni bila zaznana. Prav
tako ni bilo zaznane nobene kolokalizacije med SAA in endomembranami/znotrajceli¢nimi
membranami. SAA je bil lociran tudi v citosolu, znotraj jedra, v nanotubulih in eksosominh.
Ekspresija mMRNA SAA je pokazala sledi SAA v ateroskleroznih plakih, kar nakazuje na
potencialno vlogo v aterogenezi. Leta 2007 je bila ekspresija mRNA SAA zaznana v
humanih endotelnih celicah koronarne arterije (HCAEC), kjer so pokazali, da so celice
obcutljive in visoko odzivne na SAA, ki predstavlja tudi signal za lastno sintezo. Kasneje

so pokazali, da je SAA vecinoma lokalizirana v osrednjem delu celice [35].

SAA4 je edini izotip pri katerem je bilo zaznano mesto cepitve zaporedja aminokislin.
Najvecjo verjetnost da je protein prenesen do mitohondrijev (MT) po napovedih orodja
MitoProt 11 [16] imata SAAL in SAA2. Prenos SAA2 do mitohondrija je 54,7 %, SAAL pa
42,7%, medtem ko pa imata SAA3 (18,8 %) in SAA4 (22,8 %) zanemarljivo majhni
verjetnosti. SAAL-3 imajo po napovedih orodja NetNES 1.1 [17] levcinska bogata jedra
izvoznih signalov na zacetku aminokislinskega zaporedja, na signalnih peptidih (mesta od
7 do 14), SAA4 pa v drugi polovici aminokislinskega zaporedja (mesta od 75 do 83)
(Tabela 15).

Tabela 15: Mesta cepitve, mesta levcinsko bogatih jeder izvoznih signalov v zaporedju SAA in
verjetnosti transporta do MT

SAAl | SAA2 | SAA3 SAA4 Orodje
Mesto cepitve (AK zapored.) |/ / / 12 (MRLFTGIVFCS) |
Verjetnost transporta MitoProt |1
do MT (0,4266) |(0,5466) |(0,1875) |(0,2281) v1.101
Levcinsko bogata jedra NetNES 1.1
izvoznih signalov 7-14 7-14 7-14 75-83 Server

455 Potencialne funkcije SAAl-4

Dolocene funkcije akutno faznih proteinov SAA1/2 so Ze dalj ¢asa znane. Pomembna sta
pri metabolizmu in transportu lipidov, kemotaksi, regulaciji procesa vnetja in drugih [24].
Portal NCBI navaja Se, da je SAAI1 funkionalno prisoten v imunskem odzivu, limfocitni
kemotaksi, makrofagni kemotaksi, regulaciji vnetnega odziva, nevtrofilski kemotaksi,
aktivaciji trombocitov, v pozitivni regulaciji celicne adhezije in drugih (Tabela 16).
Medtem, ko za SAA2 navaja funkcijo v akutno faznem odzivu. Orodje ProtFun 2.2 [7, 10]
napoveduje funkionalnost SAA1/2 v celicni membrani, medtem ko pa daje funkciji
transportu in vezavi manj$o vrednost. Genska ontologija: SAAL - rastni faktor, SAA2 -
immunski odziv.

SAA3 in SAA4 naj bi po podatkih orodja ProtFun 2.2 prav tako imela funkijsko vlogo v
celiéni membrani in pri transportu in vezavi molekul. Genska ontologija: SAA3 -
strukturni protein.
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5 ZAKLJUCEK

SAA genska druzina je pri ¢loveku sestavljena iz Stirih izotipov: SAAL, SAA2, SAA3 in
SAA4, ki so izrazeni kot svojevrstni proteini z razliénimi vlogami pri vnetju, anti-
mikrobnih procesih, poSkodbah in podobno.

Najbolj podobna, tako strukturno kot funkcijsko sta si SAAL in SAA2, ki sta tudi oba
inducibilna in visoko zviSana med akutno fazo. SAA3 je bil, v preteklosti, misljen kot
psevdogen, ki ni izrazen na proteinskem nivoju, vendar je bil SAA3 protein Ze zaznan v
mlecnih zlezah. SAA4 se strukturno najbolj razlikuje od ostalih in domneva se, da je
njegova vloga bolj oskrbovalna v celicah, glede na njegovo nizko konstitutivno izrazenost

znotraj razli¢nih tipov celic.

Znotraj diplomske naloge smo prisli do naslednjih zaklju¢kov z uporabo razli¢nih
bioinformati¢nih baz in orodij:

1. SAAL in SAA2 sta si po zaporedju najbolj podobna. Od njiju se najmanj razlikuje
SAA3. SAA4 se od drugih izotipov po primarni strukturi v druzini SAA najbolj
razlikuje. Njegovo zaporedje je $e najbolj podobno zaporedju SAAL, z 72 %
homologijo in 55 % identi¢nostjo.

2. SAAIL-4 so si po delezu posameznih sekundarnih struktur zelo podobni. SAAL sicer
izstopa po delezu alfa vijacnic za priblizno 3-6 %, zato pa vsebuje najmanjsi delez
beta struktur.

3. Post-translacijske spremembe kazejo, da je treoninska fosforilacija prisotna le v
SAA2 in SAA3, medtem ko je tirozinska fosforilacija prisotna pri vseh SAA razen
SAAA4. Vsi serini so pri SAA4 tudi fosforilirani.

4. Vsi SAA proteini so O-glikozilirani, medtem ko je SAA4 tudi N-glikoziliran.

5. SAAL in SAA3 imata 3 mesta sumoilacije, medtem ko imata SAA2 in SAA4 le dve
mesti.

6. Proteinske interakcije kazejo, da sta si SAAL in 2 zelo podobna glede vezave na
druge proteine. Oba se vezeta z adhezivnimi molekulami kot so kolageni (Col4A1-
4) in lamanin-1 (LAMAL), receptorji FPRL-1 in VIMP ter serumskim proteinom
CRP.

7. SAALI se vezZe tudi na druge proteine VKORC1, SCARB1, CTR9, BAT2 (D6S51),
SAA2, ENSG00000232432, UBC ter LDHC.

8. SAAZ2 se veze tudi na serumske proteine (APOAL, SAAL, APCS).

9. SAA4 sodeluje v interakcijah z adhezivno molekulo (COL4Al), s receptorjem
SELS in ostalimi proteini (NUDT9P1, LDHC, LDHA in KCNC1).

10. Glede lokalizacije so SAAL-3 vsi prevalentno zunajceli¢ni proteini, Z verjetnostjo
tudi mitohondrijske lokalizacije, medtem ko ima SAA4 manjSo verjetnost
zunajceli¢ne lokalizacije kot SAA1-3.
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