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Abstract: Serum amyloid A1 (SAA1) is an acute phase protein and an excellent indicator of
inflammation in humans. During the acute phase, SAAI circulating levels can increase up
to 1000-times. It is mainly produced in the liver, but can also be of extrahepatic origin and
its operation is regulated by inflammatory cytokines. SAATI is an evolutionarily conserved
protein whose main function is still unknown. In certain concentrations, it also works
against infections of some bacteria and viruses. At higher concentrations can lead to
chronic disease. The main purpose of the thesis is to explore the role of the acute-phase
response and the role of SAA1 in inflammation and infections, and with the use of
bioinformatical databases and tools to identify the molecular structure of SAA1 on the
gene, RNA and protein level and verify if the structure of SAA]1 may indicate some
potential functions. The focus is on the integration of publicly available informations and
informations obtained from bioinformatic tools. This thesis represents a new interpretation

of SAA1 potential functions.
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1 UVOD

1.1 Reakcija akutne faze

Izraz "akutna faza" je bil sprva uporabljen v povezavi s serumom akutno bolnega bolnika,
okuZenim z nalezljivo boleznijo. Danes se Steje, da ta termin vkljuCuje Sirok obseg
postopkov in mehanizmov, sestavljenih iz nevroendokrinih, krvotvornih, presnovnih in
jetrnih sprememb, kakor tudi raznih modulacijah v neproteinskih plazemskih sestavinah
[21]. Spremembe akutne faze delimo na spremembe v koncentraciji Stevilnih plazemskih
proteinov, znanih kot proteini akutne faze, in na Stevilne vedenjske, fizioloSke, biokemijske
in prehranske spremembe (to so drugi pojavi akutne faze) [11]. Sprozitev okoljskih
dejavnikov, kot so bakterije, virusi, poSkodbe in celjenje ran, avtoimunost, novotvorbe v
kombinaciji s stresom, sistemsko in celi¢no staranje, povzrocijo akutno fazni odziv (APR)
[21]. To je niz vnetnih reakcij na okuzbe, poSkodbe in poSkodbe tkiva zaradi gostitelja.
Cilji tega odziva so veCstranski - po eni strani izolirajo, nevtralizirajo in ocistijo organizem
patogenih organizmov, prepreCujejo nadaljnji vnos patogenov in zmanjSujejo poSkodbe
tkiva, po drugi strani pa spodbujajo k resoluciji vnetja, celjenju ran, in na koncu, ponovno
normalizirajo fizioloSke funkcije, oziroma vzpostavijo homeostazo [20]. Organizem
reagira na prekinjeno homeostazo s pritokom lokalnih celic, katere so vkljucene v vnetja
(to so polimorfonuklearni levkociti, monociti, makrofagi, limfociti), z izlo¢anjem Stevilnih
citokinov (predvsem interlevkina IL-1, IL-6 in dejavnika tumorske nekroze - a (TNF-a)) in
kemokinov (kot je IL-8) v krvni obtok. To stimulira nastajanje akutno faznih proteinov v

jetrih in izloCanje le-teh v krvni obtok, kar predstavlja akutno fazni odziv (Slika 1).
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Slika 1: Znacilni vzorci sprememb plazemske koncentracije nekaterih proteinov akutne faze po vnetnem
drazljaju. (Reproduced with permission from Gabay and Kushner, 1999, The New England Journal of
Medicine, Copyright Massachusetts Medical Society).

Razvoj tega odziva pripelje, med drugim, do celjenja ran, bakterijskega in virusnega
CiSCenja, odstranjevanja antigenskih - avtoprotitelesnih kompleksov, razgradnji in
odstranjevanju celi¢nih ostankov, na koncu pa se koncentracije akutno faznih proteinov
povrnejo v zacetno stanje. Proteini, katerih koncentracija se lahko med akutno faznim
odzivom v krvi spremeni za ve¢ kot 25%, spadajo med glavne proteine akutne faze [21].
Beljakovine akutne faze so opredeljene kot tiste, katerih se pri vnetnih obolenjih
koncentracija zviSa (pozitivne beljakovine akutne faze) ali zmanjSa (negativne beljakovine
akutne faze) za vsaj 25 odstotkov [11]. Dokazano je, da akutno fazni proteini igrajo vlogo
pri vnetju, prirojeni odpornosti, kot tudi pri apoptozi [20]. Spremembe v koncentracijah
proteinov akutne faze nastanejo predvsem zaradi sprememb v njihovi proizvodnji s strani
hepatocitov [11]. Pri ljudeh sta taka proteina C-reaktivni protein (CRP) in serumski
amiloid A (SAA), saj se lahko njihova koncentracija, ki se zacenja dvigovati priblizno 4
ure po zacetnem drazljaju (npr. infekciji), poveca do 1000x [21]. To znatno povecanje
koncentracij obeh proteinov se pokaze v roku 24 ur, kot odgovor na sistemsko okuzbo [34].
Kljub vsemu pa je SAA zelo pogosto obcutljivejSi in optimalnejS$i vnetni marker v
primerjavi s CRP [20]. Okuzbe, poskodbe, operacije, opekline, nekroza tkiva ter
napredovali rak pogosto vodijo do bistvenih sprememb plazemskih koncentracij proteinov

akutne faze. Do zmernih sprememb pride po naporni vadbi, toplotnem udaru ter porodu.
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Do majhnih sprememb pa pride po psiholoSkem stresu in pri Stevilnih psihiatri¢nih
boleznih. Ceprav se koncentracije $tevilnih komponent odgovora akutne faze obi¢ajno
povecajo hkrati, se ne povecajo vse enakomerno pri vseh bolnikih z isto boleznijo. Torej
vrocinski bolniki lahko imajo normalne koncentracije C-reaktivnega proteina v plazmi,
znacilna pa je neusklajenost med koncentracijami razli€nih drugih beljakovin akutne faze.
Te razlike kazejo, da so posamezni sestavni deli akutne reakcije posebej regulirani, kar je
deloma mogoce razloziti z razlikami v vzorcih proizvodnje specifi¢nih citokinov ali

njihovih modulatorjev v razli¢nih patofizioloSkih stanjih [11].

1.1.1 Drugi odzivi akutne faze

Nastete nevroendokrine, krvotvorne, metabolne in jetrne spremembe ter spremembe v ne-
proteinskih plazemskih komponentah so povzete po Gabay and Kushner, 1999 [11].

Opisujejo razlicne odzive organizma, ki so lahko prisotne ob akutno faznem odgovoru.

1. Nevroendokrine spremembe:
a) vrocina, zaspanost in anoreksija,
b) povecano izloCanje kortikotropin-spros¢ujo¢ega hormona, kortikotropina in
kortizola,
¢) povecano izloCanje izloCanje arginin-vazopresina,
d) zmanjSanje v proizvodnji inzulinu podobnega rastnega faktorja,

e) povecano izlo¢anje kateholaminov iz nadledvi¢ne Zleze.

2. Krvotvorne spremembe:
a) anemija zaradi kroni¢ne bolezni,
b) levkocitoza,

¢) trombocitoza.

3. Metabolne spremembe:
a) izguba miSic in negativna dusikova bilanca,
b) zmanjsSana glukoneogeneza,

¢) osteoporoza,
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d) pospesena jetrna lipogeneza,
e) povecana lipoliza v mas¢obnem tkivu,
J) zmanjSana aktivnost lipoproteinske lipaze misi¢nega in mascobnega tkiva,

g) kaheksija.

4. Jetrne spremembe:
a) zviSana koli¢ina metalotioneinov, inducibilnost sintaze duSikovega oksida,
heme oksidaze, mangan superoksid dismutaze ter
inhibitorja tkiva metaloproteinaze-1

b) zmanjsana dejavnost fosfoenolpiruvatne karboksikinaze.

5. Spremembe v ne-proteinskih plazemskih komponentah:
a) pomanjkanje cinka in Zeleza ter poviSane koncentracije bakra v telesu,

b) povisane plazemske koncentracije retinola in glutationa.

1.1.2 Domnevna funkcija akutno faznega odziva

Predpostavka, da so spremembe plazemskih koncentracij proteinov med akutno fazo
koristne, v veliki meri temelji na Ze znanih funkcionalnih sposobnostih beljakovin in na
logi¢ni domnevi, kako bi lahko proteini sluZzili v koristne namene pri vnetju, zdravljenju ali
prilagoditvi na Skodljiv drazljaj. Vnetje je zapleten, zelo orkestriran proces, ki vkljucuje
Stevilne vrste celic in molekul, od katerih nekatere sproZijo, ojacajo ali ohranijo proces,
druge pa proces oslabijo tretje pa pripeljejo do razreSitve samega procesa. Ve¢ sodelujocCih
molekul je multifunkcijskih in prispevajo tako pri krepitvi kot pri pojemanju vnetja na
razli¢nih tockah njegovega razvoja. Veliko proteinov akutne faze potencialno lahko vpliva
na eno ali ve¢ faz vnetja. Delovanje enega izmed glavnih proteinov akutne faze pri
¢loveku, serumskega amiloida A (SAA), je veCinoma neznano. SAA sestoji iz druZine
apolipoproteinov, ki se po njihovi sintezi hitro vezejo na lipoprotein visoke gostote (HDL,
oziroma ,,dobri* holesterol) in vplivajo na presnovo holesterola med vnetnimi stanji.
Ugotovljeno je bilo, da SAA povzroca oprijemljivost in kemotakso fagocitnih celic in
limfocitov in lahko prispeva k vnetju koronarnih arterij pri aterosklerozi, s poveCanjem

oksidacije lipoproteinov majhne gostote (LDL). Stevilni proteini akutne faze lahko tudi
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sprozijo ali ohranjajo vnetje. Elementi klasiCnega sistema komplementa, med katerimi
spada mnogo proteinov akutne faze, imajo centralno vnetno vlogo pri odpornosti.
Aktivacija komplementa vodi v kemotakso, eksudacijo plazemskih beljakovin v vnetno
mesto in opsonizacijo infektov in poSkodovanih celic. V nasprotju s tem, imajo lahko drugi
akutni proteini protivnetno delovanje. O koristnih ucinkih drugih akutno faznih pojavov
lahko ugibamo. Zaspanost, povezana z vnetnimi stanji, lahko zniza povprasevanje po
energiji. Adaptivna vrednost vroCine je bila pripisana tako krepitvi odpornosti, kot
stabilizaciji celicne membrane. Glukokortikoidi imajo pomembno vlogo pri vzdrZzevanju
hemodinamske stabilnosti v ¢asu hude bolezni in lahko uravnavajo delovanje imunskih in
vnetnih odzivov na razlicne Skodljive drazljaje. Povecanje koncentracije lipidov v plazmi
lahko zagotovi hranila celicam, ki sodelujejo pri obrambi gostitelja, in substratov za
regeneracijo poSkodovanih membran. Poleg tega lahko lipoproteini v obtoku sodelujejo pri
obrambi pred mikrobi tako, da se vezejo na lipopolisaharide in s tem zmanjSujejo njihove
toksi¢ne ucinke. Spremembe v jetrih lahko vplivajo tako, da omejijo oksidacijsko
posredovane poskodbe tkiva, medtem ko po drugi strani antagonisticno zmanjSujejo ucinke
metaloproteinaz. Kot pri vseh vnetno povezanih pojavih, akutna reakcija ni vedno
popolnoma koristna. Slabokrvnost in motnje rasti so lahko ene izmed Skodljivih posledic.
Ekstremne spremembe, ki jih povzrocijo citokini, povezani z akutno reakcijo, lahko
postanejo usodne, ter lahko vodijo v septi¢ni Sok. Poleg tega, vztrajnost akutne reakcije
zaradi dolgotrajne stimulacije, kot pri napredovalem raku in sindromu pridobljene imunske
pomanjkljivosti, lahko privede do motenj metabolizma, ki se konca v kaheksiji. Nazadnje
je sekundarna amiloidoza dolgo priznana kot posledica Skodljivega zviSanja koncentracije

SAA pri nekaterih bolnikih s kroni¢nim vnetjem [11].

1.1.3 SAA, kot eden glavnih akutno faznih proteinov

Serum amiloid A (SAA) in ostale beljakovine iz iste druZine so akutno fazni proteini,
katerih koncentracija v krvi se mo¢no poviSsa med akutnim vnetjem. DruZina proteinov
SAA vsebuje Stiri ¢lane, SAA1, SAA2, SAA3 in SAA4. Med Stevilnimi razlicnimi
vlogami, ki jih igra SAA, so najpomembnejSe regulacija mehanizmov za boj proti
poskodbam, zdravljenje infekcij in vzpostavitev homeostaze. V obtoku je SAA v glavnem

povezan z visoko gostoto lipoproteinov, lahko vpliva na transport holesterola in je vpleten
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v patogenezo ateroskleroze, revmatoidnega artritisa (RA) in raka. Odlaganje razkrojenega
proteina SAA lahko privede do sistemske reaktivhe AA amiloidoze. SAA je eden od
najpomembnejsih pozitivno odzivajocih se proteinov akutne faze tako pri ljudeh, kot pri
vecini Zivali, in njegove vrednosti se uporablja kot laboratorijski parameter pri diagnostiki
vnetnih  bolezni, ugotavljanju ustreznejSega nacina zdravljenja, prognostiki in
napovedovanju izida zdravljenja. SAA je moc¢no evolucijsko ohranjen (v razponu od
nevretencarjev do Cloveka), glede na zaporedje in induktivno zmogljivost, kar dokazuje, da
so njegove funkcije kljucnega bioloSkega pomena. Njegova genska druZina se pri ljudeh
nahaja na kromosomu 11pl15.1. Vsi SAA geni so sestavljeni iz Stirth eksonov in treh

intronov (prvi ekson vsebuje samo nekodirajoce regije) [20].

1.1.3.1 Casovni potek sprememb koncentracije SAA, ki lahko vodijo do kroni¢nosti
bolezni

Sprozitev zunanjih dogodkov ali ,,hitov* (kot so poskodbe, okuzbe in / ali sterilna vnetja)
lahko privede v roku priblizno 24h do poviSanih koncentracij glavnih akutno faznih
proteinov, kot je SAA, v krvnem obtoku. Sledi popravljalni mehanizem rezolucij (ki
ponavadi traja 7 dni) v katerem se akutno fazni odziv SAA postopno vrne na fizioloske,
izhodiscne koncentracije. Med resolucijo najverjetneje poteka, med drugimi postopki,
¢iSCenje celi¢nih razkrojev, opsonizacija in odprava velikih koli¢in SAA. Obstajajo Stevilne
predpostavke o tem, kako ta zapleten proces poteka. Nekatere raziskave so nakazale, da so
v procesu lahko vpletena protitelesa SAA v vezavo in ¢iS¢enje mnozi¢ne koli¢ine SAA. Ta
avtoprotitelesa lahko delujejo kot naravna protitelesa, ki sodelujejo pri homeostazi.
Kadarkoli pride v kratkem casovnem razponu (ali nepretrgoma v daljSem c¢asovnem
obdobju) do vec ,hitov* hkrati, je okrevanje organizma in hkrati vzpostavitev homeostaze
onemogoceno. Za Cas celotnega Zivljenjskega obdobja nekega organizma (s starostjo in
senescenco) je zmoznost vzpostavitve akutno faznega odziva, kakor tudi povrnitve
homeostaze, oslabljena oziroma zmanjSana. Pri zdravih posameznikih lahko vec¢ ,hitov*
privede do manj vidnega akutno faznega odziva, in pri nekaterih nagnjenih posameznikih
lahko vec ,,hitov* vodi do kroni¢no spremenjenih akutno faznih proteinov. V odsotnosti
faze resolucije, bi lahko prislo do "domino ucinka", saj bi akutno fazni proteini izvajali
dolgorocne razgradne ucinke, Se posebej poskodbe tkiva in organov [21]. Med kroni¢nimi

vnetji nivoji SAA ostajajo Se naprej poviSani, kar odraza nenehno vztrajnost osnovnih
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patoloskih vnetnih procesov, ki lahko prispevajo k dolgoro¢ni poskodbi tkiva. Posledica
nezdravljenih kroni¢nih vnetij je lahko reaktivna sekundarna amiloidoza, pri kateri je
amiloidni protein (AA), produkt razkroja SAA, glavna sestavina netopnih depozitov
vlaknin, ki se akumulirajo v glavnih organih. Dokazano je, da SAA, v vlogi povzrocitelja,
aktivno sodeluje pri boleznih, kot so bolezni srca, avtoimunske bolezni, rak, amiloidoza, in
ne sluzi le kot njihov prognosti¢ni oznadevalec. Studije so pokazale, da je mogole
predvideti nagnjenost k razvoju amiloidoze s preu¢evanjem polimorfizmov pri C-13T v

zgornjem obmocju ter C2995T in T3010C v regiji tretjega eksona SAA1 gena [20].

1.1.4 Klini¢na ocena proteinov akutne faze

Tako anemija kot hipoalbuminemia sta pogosti posledici vnetja hospitaliziranih bolnikov.
Ocena drugih sprememb akutno faznih proteinov, kljub pomanjkanju diagnosti¢ne
specifi¢nosti, je koristna zdravnikom, saj te spremembe odraZajo prisotnost in intenzivnost
vnetnega procesa. Trenutno sta najbolj pogosto uporabljena kazalnika vnetja sedimentacija
eritrocitov (s kakSno stopnjo se eritrociti spuscajo skozi plazmo) in plazemska
koncentracija C-reaktivnega proteina (CRP). Koncentracija SAA je obiCajno vzporedna s
koncentracijo C-reaktivnega proteina, Ceprav nekatere Studije kaZzejo, da je SAA bolj
obcutljiv oznacevalec vnetne bolezni [11]. Identifikacija neinvazivnih oznacevalcev
akutnih celi¢nih zavrnitev ima pomembne posledice pri upravljanju z imunosupresijo pri
transplantacijah. Odkritje koncentracije vsaj enega proteina, kateri kaze na akutno celi¢no
zavrnitev v vzorcu, in s primerjavo ravni proteina v vzorcu s kontrolo skupino, sta lahko
koristna procesa za zaznavanje morebitnega zavracanja transplantata. Razlika se lahko
kaZe v poveanju ali zmanjSanju vsebnosti proteina, v primerjavi s kontrolo. Cloveski
SAA1 je na seznamu proteinov, katerih koncentracija se pove€a [20]. Koncentracijske
ravni SAA so povecane pri pogojih, povezanih s pove¢anim kardiovaskularnim tveganjem,
vkljuCene v debelost, inzulinske rezistence, metaboli¢ni sindrom, diabetes in revmatoidni
artritis. Iz tega sledi, da so lahko tudi kroni¢no zmerno zvisane koncentracijske ravni SAA
povezane s povetanim tveganjem za bolezni srca in oZilja. Ceprav so potrebne dodatne
Studije, te ugotovitve nakazujejo na moznost, da bi lahko SAA sluZil kot pokazatelj za

povecano tveganje bolezni srca in oZzilja [6].



MarkeZi¢ K. Akutno fazni odgovor in vpliv SA Al... iz vidika strukturnih in funkcijskih lastnosti.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014 8

1.2 SAA kot pomembna komponenta obrambnega mehanizma gostitelja
pred virusnimi, bakterijskimi in glivicnimi okuzbami

Druzino SAA beljakovin najdemo pri sesalcih in drugih vretencarjih, kot so vrecarji in
ribe, vendar tudi v bolj anti¢nih virih, kot je morska kumara, iglokozec, kjer je izrazen v
celomskem epitelu in se sprozi kot odziv na lipopolisaharide. Dve glavni obliki proteina
akutne faze SAA (SAA1 in SAA2) se v veliki meri sintetizirata v hepatocitih. Med hudim
vnetjem, se lahko koncentracija v plazmi tega akutno faznega proteina poveca od 1 do 5
ug/mL, v€asih pa celo na 1 mg/mL, in takrat lahko SAA obsega vec¢ kot 2% celotne sinteze
proteinov v jetrih. Tretji genski produkt, SAA3, se v veliki meri sintetizira v
ekstrahepati¢nih (zunaj jetrnih) obmocjih in je enako sproZen s strani vnetnih citokinov, kot
so interlevkin-6 in IL-1. Konstitutivna oblika (SAA4) ima vlozek (insert) osmih
aminokislin in zajema najbolj obilno obliko SAA v serumu pri zdravih posameznikih. V
odsotnosti vnetja, glavna obmocja sinteze SAA vkljucujejo epitelij [34]. Visoko poviSanje
koncentracije SAA med odzivom akutne faze kaZejo, da je SAA je pomembna komponenta
obrambnega mehanizma gostitelja in ugotovljeno je bilo, da ima koristne lastnosti pri
zasciti pred glivicnimi, virusnimi in bakterijskimi okuzbami in lahko pomaga zmanjSati
pogostost ponavljajocih okuzb. Koncentracije proteina SAA so viSje pri bakterijskih
okuzbah kot pa pri virusnih infekcijah, ¢eprav kaze, da je SAA klinicno pomembne;jsi kot
marker vnetja pri akutnih virusnih infekcijah. V planarnih lipidnih dvoslojih se lahko SAA
sestavi v heksametri¢ne strukture, kjer vsaka vsebuje osrednji kanal (s premerom 2,5 nm)

in ima potencial, da poskoduje bakterijske membrane [10].

Alternativne Studije so raziskale neposredne u€inke SAA na Stevilne imunske celice [16].
Dokazano je bilo, da se SAA veze na razli¢ne tipe celic, vklju¢no s trombociti in limfociti
[34]. SAA povzro¢a kemotakso in aktiviranje razlicnih tipov celic, vendar HDL lahko ovira
te odgovore. VpraSanje je, ali se to zgodi tudi in vivo. SAA sprozi tudi Stevilne druge
celi¢ne odzive, tudi za proizvodnjo kolagenaze. Prej opisane vezivne lastnosti vkljucujejo

interakcijo z vec tipi celic, kot tudi vezava na ekstracelularni matriks glikoproteinov [16].

Rekombinantni SAA lahko poveca proti-glivicne aktivnosti polimorfonuklearnih celic
(PMN). V 30 minutah stimulacije, SAA spodbuja uravnavanje citosolnih koncentracij Ca**

izrazanje antigenov na povrsini celic, vkljucenih pri adheziji in prepoznavanju mikrobov
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(CD11C in CD16), in zvisanje izloCanja laktoferina. Laktoferin sam je protimikrobno
sredstvo, ki krepi fagocitno aktivnost polimorfonuklearnih celic proti vroc¢insko ubitim
kvasovkam Candida albicans. SAA reagira tudi z virusom hepatitisa C, s ¢imer blokira
vstop virusa. SAA je tudi eden od prvih sistemskih protivirusnih odzivov na HIV-1,
induciranim 5-7 dni pred prvim odkritjem virusne RNA v plazmi in bistveno prej kot drugi
sistemski citokini. TakSna opazovanja kazejo, da SAA deluje v prvi vrsti pri protivirusni

obrambi, celo pred sistemskim aktiviranjem drugih imunskih odzivov [10].
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2 NAMEN

Serumski amiloid A1 (SAAT1) je akutno fazni protein in odlien pokazatelj vnetja pri
ljudeh. Med akutno fazo se SAAI nivoji v cirkulaciji lahko poviSajo tudi do 1000-krat. V
glavnem je proizveden v jetrih, vendar tudi ekstrahepati¢no in njegovo delovanje regulirajo
vnetni citokini. SAA1 je evolucijsko ohranjen protein, katerega glavna funkcija je Se
neznana. Nakazano je, da pri nizkih koncentracijah deluje anti-infektivno, medtem ko pri
vi§jih koncentracijah lahko vpliva patolosko, trajno zviSan pa lahko privede do kroni¢nih

bolezni.

Glavni namen diplomske naloge je raziskati vlogo akutno-faznega odgovora in vlogo
SAAT v vnetju in pri infekcijah ter z bioinformati¢énimi podatkovnimi bazami in orodji
opredeliti molekularno strukturo SAA1 na genskem, RNA in proteinskem nivoju ter
preveriti, ¢e se iz strukture SAAI1 lahko predvideva potencialne funkcije z uporabo
bioinformati¢nih portalov, orodij in databaz, ki bi lahko vplivale na akutno fazo, infekcije

in/ali vnetje.

Specificni cilji so:
1. Opredeliti vlogo akutno-faznega odgovora pri vnetjih in infekcijah
2. Dolociti vlogo SAA1 v akutni fazi
3. Dolociti kromosomsko lokalizacijo, strukturo SAA1 gena ter mRNA sekvenco
SAAL
4. Opredeliti primarno, sekundarno in terciarno strukturo SAA1 proteina

5. Nakazati mozne funkcije SAA1 iz strukturnih opredelitev ter proteinskih interakcij
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3 METODE

3.1 Bioinformaticni portali

3.1.1 NCBI portal (National Center for Biotechnology Information)

Poleg ohranjanja zaporedij nukleinskih kislin v podatkovni bazi GenBank, Nacionalni
center za biotehnoloske informacije (angl. National Center for Biotechnology Information,
ali NCBI) zagotavlja analizne metode in sredstva za priklic podatkov iz GenBank in drugih
bioloskih podatkov, ki so na voljo preko spletne strani NCBI. NCBI vkljucuje razlicne
povezave na orodja ali podatkovne databaze kot so: Entrez, Entrez Programming Utilities,
MyNCBI, PubMed, PubMed Central (PMC), Gene, NCBI Taxonomy Browser, BLAST,
BLAST Link (Blink), Primer-BLAST, COBALT, Splign, RefSeq, UniGene, HomoloGene,
ProtEST, dbMHC, dbSNP, dbVar, Epigenomics, Genome in z njim povezana orodja, Map
Viewer, Model Maker, Evidence Viewer, Trace Archive, Sequence Read Archive,
BioProject, BioSample, Retroviral Genotyping Tools, HIV-1/ Human Protein Interaction
Database, Gene Expression Omnibus (GEO), Probe, Online Mendelian Inheritance in
Animals (OMIA), Molecular Modeling Database (MMDB), Conserved Domain Database
(CDD), Conserved Domain Architecture Retrieval Tool (CDART), Biosystems, Protein
Clusters in PubChem, zbirko majhnih molekularnih podatkovnih baz. Vsi ti viri so

dostopni preko domace strani NCBI na: www.ncbi.nlm.nih.gov. NCBI je bil ustanovljen

leta 1988 za razvoj informacijskih sistemov molekularne biologije. Vodnik NCBI strani
(NCBI Guide) ne sluzi le kot domaca stran, ampak tudi kot interaktivni direktorij te spletne
strani. Na glavni strani vodnika NCBI so v spustnem meniju, ki se nahaja v standardni
glavi, kategorije virov, ki so podane tudi na seznamu na levi strani. S klikom na katero koli
kategorijo se prikaze seznam ustreznih virov, razvr§¢enih v S§tiri skupine: baze podatkov,
prenosi, prispevki in orodja. Pomoc¢ na straneh je na voljo tudi prek zavihka "How-To".
Priljubljeni viri so navedeni na desni strani pod naslovom s " Quick Links" (hitre

povezave) in na glavni strani je seznam najbolj pogosto uporabljenih virov [32].

NCBI pridobiva podatke iz treh virov [32]:
e neposredni prispevki zunanjih raziskovalcev

e sodelovanja ali dogovori, tako nacionalni kot mednarodni, z dajalci podatkov in
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raziskovalnimi konzorciji

® notranja prizadevanja za ohranjevanje.

3.1.2 ExPASy: SIB Bioinformatics Resource Portal

ExPASy (Expert Protein Analysis System) je spletna stran (http://www.expasy.org), ki je na
voljo kot storitev, ki sluzi znanosti. Zagotavlja jo multidisciplinarna ekipa iz Svicarskega
inStituta za bioinformatiko (angl. Swiss Institute of Bioinformatics ali SIB). Omogoca
dostop do razli¢nih podatkovnih baz in analiti¢nih orodij, namenjenih analizi beljakovin in
proteomiki. Podatkovne baze ExPASy vkljucujejo SWISSPROT in TrEMBL, SWISS-
2DPAGE, PROSITE, ENZYME in SWISS-MODEL. Orodja za analizo so na voljo za
posebne naloge, ki so pomembne v proteomiki, ter iskanja podobnosti, iskanja vzorca in
profilov, napovedi post-translacijskih modifikacij, napovedovanje topologije, analiza
primarne, sekundarne in terciarne proteinske strukture ter poravnava ve¢ zaporedij. Te
podatkovne zbirke in orodja so tesno povezana med seboj: poseben poudarek je na
vkljuevanju vnosov zbirke podatkov s povezanimi sredstvi, razvitimi v SIB in drugod.
Orodja proteomike so bila oblikovana tako, da berejo anotacije v SWISS-PROT z

namenom izboljSanja njihove napovedi [13].

ExPASy je glavni gostitelj naslednjih zbirk podatkov, ki jih je delno ali v celoti razvil SIB

v Zenevi [13]:

e SWISS-PROT knowledgebase (http://www.expasy.org/sprot/) je podatkovna baza
proteinskih zaporedij, ki zagotavlja visoko kakovostne anotacije (kot je opis
funkcije proteina, njegove domenske strukture, post translacijske modifikacije in
variante), minimalno raven redundance in visoko stopnjo integracije z drugimi
podatkovnimi zbirkami. SWISS-PROT dopolnjuje TrEMBL, ki vsebuje
racunalniSko zabeleZene vnose za vse sekvence, ki Se niso integrirani v SWISS-
PROT. SWISS-PROT in TrEMBL sta skupinsko vzdrzevani s strani SIB in
Evropskega inStituta za bioinformatiko (EBI).

e SWISS-2DPAGE (http://www.expasy.org/ch2d/) je podatkovna baza beljakovin,

identificiranih z dvodimenzionalno poliakrilamidno gelsko elektroforezo (2D-
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PAGE). SWISS-2DPAGE vsebuje podatke iz razlicnih c¢loveskih in misjih
bioloskih vzorcev, kot tudi iz Arabidopsis thaliana, Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae in Dictyostelium discoideum.

PROSITE (http://www.expasy.org/prosite/) je podatkovna baza proteinskih domen
in druzin. PROSITE vsebuje biolosko pomembne lokacije, vzorce in profile, ki
pomagajo zanesljivo dolociti, kateri znani proteinski druZini pripada novo
zaporedje.

ENZYME (http://www.expasy.org/enzyme/) je zbirka informacij glede na
nomenklaturo encimov.

SWISS-MODEL Repository (http://www.expasy.org/swissmod/smrep.html) je baza

podatkov samodejno generiranih modelov strukturnih beljakovin.

Opisi uporabljenih spletnih portalov so zbrani v Tabeli 1.

NCBI

portal

Tabela 1: Pregled in kratek opis portalov in njihovih internetnih strani

www.ncbi.nlm.nih.gov

National Center for Biotechnology Information
ohranjanja  zaporedija nukleinskih  kislin v
podatkovni bazi GenBank, zagotavlja analizne
metode in sredstva za priklic podatkov iz GenBank
in drugih bioloskih podatkov, ki so na voljo preko
spletne strani NCBI. NCBI vkljucuje razlicne
povezave na Stevilna orodja ali podatkovne

databaze.

ExPASy

http://www.expasy.org

Portal, ki omogoca dostop do razli¢nih podatkovnih
baz in analiticnith orodij, namenjenih analizi

beljakovin in proteomiki.
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3.2 Bioinformati¢ne podatkovne baze

3.2.1 PubMed, podatkovna baza literature (NCBI)

Podatkovna baza PubMed vsebuje ve¢ kot 21 milijonov citatov, iz ve¢ kot 24 000 razli¢nih
pomembnih znanstvenih revij. PubMed je mo¢no povezana z drugimi temeljnimi NCBI-
jevimi podatkovnimi bazami, s ¢imer se zagotavlja klju¢no povezavo med podatki iz
molekularne biologije z znanstveno literaturo. PubMed zapisi so prav tako povezani med
seboj kot "povezani citati". Jedrnati opisi prvih pet najbolj sorodnih citatov so prikazani na

privzeti stani povzetka [32].

3.2.2 Referencne sekvence (NCBI)

Podatkovna baza referencnih sekvenc (angl. Reference Sequence, ali RefSeq)
Nacionalnega centra biotehnoloskih informacij (angl. National Center for Biotechnology
Information, ali NCBI) je zbirka genomskih, transkripcijskih in proteinskih zapisov
zaporedij. Ti zapisi so izbrani in hranjeni iz javnih arhivov zaporedij. Baza podatkov
vkljucuje ve€ kot 16 000 organizmov, vsebuje tudi Stevilne genomske in proteinske zapise
ter RNA sekvence za prokarionte, evkarionte in viruse. Podatkovna baza RefSeq se
vzdrzuje s kombiniranim pristopom avtomatskih analiz, sodelovanja in ro¢nega
ohranjevanja za ustvarjanje najnovejSega prikaza sekvenc, njenih funkcij, nazivov in
navzkriznih povezav na sorodne vire informacij. Podatkovna baza RefSeq je dostopna na

spletni strani  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/. RefSeq zdruzuje genomsko,

transkripcijsko in proteinsko zaporedje nekega organizma skupaj z opisno pripombo o
funkciji in bibliografskimi podatki. NCBI gradi RefSeq iz podatkov zaporedij, ki so na
voljo v javnih arhiviranih zaporedjih iz INSDC podatkovnih baz (angl. International
Nucleotide Sequence Database Collaboration, ki vklju¢uje DNA Data Bank iz Japonske,
evropski European Nucleotide Archive in GenBank). Edinstvene znacilnosti zbirke RefSeq
vkljuCujejo Siroko taksonomsko podrocje, zmanjSanje redundance, informativne
navzkrizne povezave med zapisi nukleinskih kislin in proteinov ter dnevno ohranjevanje in
vzdrZzevanje. Podatkovne povezave vkljuCujejo imena, proteinske domene, ortologijo,

fenotipe in bolezni. Ohranjevanje in vzdrZevanje odrazajo nove informacije in tako lahko
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zbirke RefSeq omogocajo podporo Stevilnim raziskovalnim usmeritvam. Baza podatkov
RefSeq je produkt NCBI, oddelek nacionalne knjiznice za medicino ZDA pri National
Institutes of Health (DrZavni zdravstveni inStituti). Zapisi so na voljo brezplacno preko vec
metod. RefSeq zapise je mogoce prepoznati po izraziti pristopni obliki (aacession number

nn

ali Stevilki dostopa), ki vkljuCuje podértaj ("_") na tretjem mestu. Zapisi RefSeqGene

pogosto izrecno predstavljajo samo del znanega mRNA in kodirajoce regije. Eksonske

regije se navede v evidenci referencne sekvence gena [27].

3.2.3 Sekvence iz GenBank in drugih virov (NCBI)

Sekvence iz GenBank je mogoce iskati v in pridobiti iz treh Entrez podatkovnih baz:
Nucleotide (nukleotidna), Expressed Sequence Tag (EST) in Genome Survey Sequence
(GSS). Podatkovna baza nukleotidov vsebuje vsa zaporedja podatkovne baze GenBank,
razen tistih, ki spadajo v bazo podatkov EST ali GSS. Kot del standardnega postopka pri
oddaji, NCBI proizvaja konceptualne translacije za vsako zaporedje v GenBank, ki vsebuje
sekvenco in vkljucuje te pridobljene proteinske sekvence v podatkovno bazo beljakovin

[32].

3.2.4 Entrez PubMed (NCBI)

Entrez je integriran sistem pridobivanja podatkov iz podatkovnih baz, ki omogoca dostop
do raznolikih nizov 35 razliénih podatkovnih baz, ki skupaj vsebujejo ve¢ kot 570
milijonov zapisov. Entrez podpira besedno iskanje z uporabo preprostih logi¢nih poizvedb,
prenos podatkov v razli¢nih formatih in povezovanje evidenc med bazami podatkov, ki
temeljijo na bioloSkih odnosih. V svoji najpreprostejsi obliki, lahko vzpostavijo povezavo
med sekvenco in izvleckom clanka, v katerem so avtorji porocali o njej, ali pa med
proteinsko sekvenco in njegovo kodirajo¢o DNA sekvenco oziroma z njegovo 3D
strukturo. Racunsko izpeljane povezave med sosednjimi evidencami, kot so tiste, ki
temeljijo na izracunani podobnosti med zaporedji ali med PubMed povzetki, omogocajo
hiter dostop do skupin povezanih zapisov. Ve¢ priljubljenih povezav je prikazanih kot
,Discovery Components* (komponente odkritja) v desnem stolpcu pri rezultatih iskanja,

kar olajsa iskanje in raziskovanje. Storitev LinkOut razsirja paleto povezav, saj vkljucuje
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zunanje vire, kot so podatkovne baze genomov specificnih organizmov. Evidence,
pridobljene z uporabo Entrez, se lahko prikaZejo v Stevilnih formatih in lahko se jih

prenese na osebni raCunalnik [32].

3.2.5 Gene (NCBI)

Gene (gen) nudi vmesnik hranjenih sekvenc in opisnih informacij genov s povezavami do
NCBI'sMap Viewer, Evidence Viewer, Model Maker, Blink, proteinskih domen in drugih
virov, povezanimi z genom. Gene vsebuje podatke za skoraj 8 milijonov genov iz ve¢ kot
8400 razli¢nih organizmov. Poleg ohranjevanja s pomocjo internega osebja, so ti podatki
zbrani in vzdrzevani s strani razlicnih mednarodnih sodelovanj. Znotraj Gene so tudi

povezave do najnovejsih citatov v PubMed [32].

3.2.6 GeneCards

GeneCards (www.genecards.org) je obsezna, avtoritativna zbirka anotacijskih informacij o
¢loveskih genih. Njena gensko usmerjena vsebina samodejno pridobiva informacije in je
integrirana z ve¢ kot 80 digitalnih virov, kar pripomore k izdelavi genske kartice (Gene
Card) za vsakega izmed vec€ kot 73 000 ¢loveskih genov, ki zajemajo naslednje kategorije:
geni, ki kodirajo proteine, pseudogeni, RNA geni, genski lokus, cluster in nekategorizirani.
Klju¢ni poudarek je na nastavitvah analize gena. GeneCards nudi neposredne povezave do
gensko povezanih raziskovalnih reagentov, kot so protitelesa, rekombinantni proteini, kloni

DNA in inhibitorne RNA, in funkcije, povezane z genskimi zdravili [30].

3.2.7 UniProt-GO Annotation database

Nabor GO podatkov, zagotovljenih s strani UniProt konzorcija (GOA:
http://www.ebi.ac.uk/GOA) je celovit nabor anotacij, ki temeljijo na dokazanih evidencah
pridobljenih iz vira Gene Ontology in UniProtKB beljakovin. Podatkovna baza oskrbuje
veC kot 100 milijonov anotacij enajstih milijonov beljakovin. Podrobne, ro¢ne anotacije

GO, pridobljene iz recenziranih ¢lankov, so priskrbljene s strani UniProt in dopolnjene z
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ro¢nimi in elektronskimi pripombami iz 36 modelnih organizmov in domensko usmerjenih
znanstvenih virov. Vkljucitev visoko kakovostnih, avtomatskih predikcij anotacij
zagotavljajo naboru podatkov UniProt GO zalogo funkcionalnih informacij za Sirok
spekter beljakovin, vkljucno s tistimi, katerih organizmi so slabSe karakterizitani. UniProt
GO anotacije so brezpla¢no dostopne v razli¢nih oblikah, prek prenosov in spleta. UniProt
Knowledgebase (UniProtKB; http://www.uniprot.org) je osrednje vozlis¢e za zbiranje
informacij o funkcionalnosti proteinov s to¢nimi, doslednimi in bogatimi anotacijami.
Vkljuceni med obilico anotacijskih podatkov so podrobne anotacijske izjave genske
ontologije, ustvarjene A% sodelovanju S projektom Gene ontology

(http://www.geneontology.org). Konzorcij UniProt je osrednji element konzorcija Gene

Ontology, ustanovljenega leta 1998 za razvoj in uporabo niza strukturiranih, kontroliranih
slovarjev. Pogoji znotraj GO opisujejo molekularne funkcije in bioloSke procese, ki jih
genski produkti izvajajo, in subceli¢ne lokacije, kjer se nahajajo. GO anotacija je
povezava, ki temelji na osnovi dokazov, med identifikatorjem genskega proizvoda (v tem
primeru, UniProtKB pristop) in pojmom iz Gene Ontology. Dve dodatni in bistveni
komponenti GO anotacije sta prisotnost reference, ki podpira povezavo, in dokazna koda,
ki se uporablja za oznaCevanje vrste dokazov. Posamezni dobro opredeljeni genski
produkti so lahko anotirani s Stevilnimi GO termini, ki se nahajajo na razli¢nih ravneh v
treh GO hierarhijah, glede na podatke, predstavljene v razli¢nih znanstvenih referencah.
Znanstvena skupnost zdaj Siroko uporablja anotacijske sklope GO kot pomoc¢ pri analizi

velikih proteomskih in genomskih podatkovnih nizov [8].

3.2.8 KEGG

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) je baza znanja za sistemati¢no
analizo funkcij genov, ki povezuje genomske informacije s funkcionalnimi informacijami
vi§jega reda. Genomske informacije so shranjene v bazi podatkov GENES, ki je zbirka
genskih katalogov za vse popolnoma sekvencirane genome in nekatere delne genome s
sodobno anotacijo genov. Funkcionalne informacije vi§jega reda se shranijo v podatkovno
bazo PATHWAY, ki vsebuje graficno predstavitev celicnih procesov kot je metabolizem,
membranski transport, signalne poti in celicni cikel. Baza podatkov PATHWAY se

dopolnjuje z nizom tabel ortolognih genov z informacijami o ohranjenih pod-poteh, ki so
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pogosto kodirane s polozaji pozicijsko vezanih genov na kromosomu in so Se posebej
koristne pri napovedovanju genskih funkcij. Tretja baza v KEGG je LIGAND za
informacije o kemijskih spojinah, encimskih molekulah in encimskih reakcijah.
Podatkovne baze KEGG se dnevno posodablja in je na voljo brezplacno na spletni strani

http://www.genome.ad.jp/kegg/ [19].

3.2.9 HUGO Gene Nomenclature Committee

HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) dodeli odobrene genske simbole
Cloveskim lokusom. Trenutno je ve¢ kot 33.000 odobrenih genskih simbolov, katerih
vecina kodira gene proteinov, ampak tudi druge vrste lokusov, kot so nekodirajo¢i RNA,
psevdogeni in fenotipski lokusi. Kjer je to pomembno, HGNC organizira te gene v genske
druZine in skupine. Spletna stran HGNC, dostopna preko spletnega naslova
http://www.genenames.org/ je spletna zbirka HGNC odobrenih genskih nomenklatur in z
njimi povezanimi viri za ¢loveske gene in vsebuje povezave do genomske, proteomske in
fenotipske informacije. Poleg tega vsebuje spletne strani, namenjene genskim druzinam. Te
strani se naglo razSirjajo preko uporabe HGNC podatkov in na podlagi informacij,

pridobljenih iz zunanjih virov [7].

3.2.10 OMIM

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) je obseZna baza znanja o ¢loveskih genih in
genskih boleznih, zbranih v podporo genetskim raziskavam in izobraZevanju ter prakse

klinicne genetike. OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/) je v elektronski obliki

dostopen preko National Center for Biotechnology Information (NCBI), kjer je integriran z
zbirko podatkov in podatkovnih baz Entrez. Vsak OMIM vnos vsebuje besedilo celotnega
povzetka gensko dolocenega fenotipa in/ali gena ter Stevilne povezave do drugih genetskih
podatkovnih baz, kot so DNA in proteinske sekvence, PubMed reference, splosne in
lokusno specificne podatkovne baze mutacij, HUGO nomenklature, MapViewer,
GeneTests in mnoge druge. OMIM je preprost in enostaven portal bliskovito naras¢ajoce
koli¢ine informacij ¢loveske genetike. Iskanja v OMIM je mogoce opraviti na spletni strani

OMIM ali preko katerekoli strani v zbirki podatkovnih baz NCBI Entrez. Informacije v
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OMIM je mogoce pridobiti s poizvedbami z uporabo MIM Sstevilke, motnje, imena in/ali
simbola gena ali v preprostem angleskem jeziku. Funkcija omejitev se lahko uporablja pri
opravljanju omejenega iskanja delov MIM vnosa (Stevilka, naziv, reference, itd) in/ali vrsto
MIM vstopa (gen ali fenotip). Ne glede na uporabljeno metodo, iskalnik razvrsti vnose, ki
se ujemajo s poizvedbo, z najpomembnejSim na vrhu in prikaZe seznam najboljSih deset
rezultatov. Na domaci strani OMIM je mogoce pregledati OMIM Statistics (OMIM
statistika), ki vsebuje aktualno Stevilo vnosov v OMIM . Domaca stran OMIM vzdrzuje
povezave do Stevilnih koristnih genskih virov, vkljuéno z Genetic Alliance, krovno
organizacio ve¢ kot Sestotih genetskih podpornih skupin. Znotraj OMIM vnosa, modra ¢rta
vzdolz leve strani zagotavlja meni neposrednega dostopa do podnaslovov vnosa. Poleg

tega obstajajo povezave do virov, znotraj in izven OMIM baze [15].

Opisi uporabljenih podatkovnih baz so zbrani v Tabeli 2.

Tabela 2: Pregled in kratek opis podatkovnih baz in njihovih internetnih strani

PubMed Podatkovna baza PubMed vsebuje
(NCBI) ve¢ kot 21 milijonov citatov, iz
ve¢ kot 24 000 razlicnih
pomembnih  znanstvenih  revij.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ PubMed je mocno povezana z
drugimi temeljnimi NCBI-jevimi
podatkovnimi bazami, s ¢imer se
zagotavlja klju¢no povezavo med

podatki iz molekularne biologije z

znanstveno literaturo.

RefSeq
(NCBI) Podatkovna baza  referencnih

sekvenc je zbirka genomskih,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/ transkripcijskih  in  proteinskih
zapisov zaporedij. Ti zapisi so
izbrani in hranjeni iz javnih

arhivov zaporedij.

GenBank
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(NCBI)

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

Sekvence iz GenBank je mogoce
iskati v in pridobiti iz treh Entrez
podatkovnih  baz:  Nucleotide
(nukleotidna), Expressed
Sequence Tag (EST) in Genome
Survey Sequence (GSS). NCBI
proizvaja konceptualne translacije
za vsako zaporedje v GenBank, ki
vsebuje sekvenco in vkljucuje te
pridobljene proteinske sekvence v

podatkovno bazo beljakovin.

Entrez
PubMed Entrez je integriran sistem
(NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery pridobivanja podatkov 1z
(oblika iskalnika Entrez)
podatkovnih baz, ki omogoca
dostop do razliénih podatkovnih
baz.
Gene
(NCBD Gene nudi vmesnik hranjenih
sekvenc 1in opisnih informacij
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene genov S povezavami do
NCBI'sMap Viewer, Evidence
Viewer, Model Maker, Blink,
proteinskih  domen in drugih
virov, povezanimi z genom.
GeneCards
www.genecards.ore Obsezna, avtoritativna  zbirka
anotacijskih informacij 0
Cloveskih genih.
UniProt-
GOA

http://www.ebi.ac.uk/GOA

Je celovit nabor anotacij, ki

temeljijo na dokazanih evidencah
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pridobljenih iz vira  Gene
Ontology in UniProtKB

beljakovin.

KEGG

Baza znanja za sistematicno

analizo funkcij genov, ki povezuje

http://www.genome.ad.jp/kegg/ genomske informacije S
funkcionalnimi informacijami

viSjega reda.

HGNC

Spletna zbirka HGNC odobrenih

genskih nomenklatur in z njimi

http://www.genenames.org/ povezanimi viri za ¢loveske gene
in vsebuje  povezave  do
genomske, proteomske in

fenotipske informacije.

OMIM

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/ Obsezna baza znanja o Cloveskih
genih in genskih boleznih, zbranih
v podporo genetskim raziskavam
in izobrazevanju ter prakse

klini¢ne genetike.
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3.3 Bioinformati¢na orodja

3.3.1 NCBI BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) je program za iskanje podobnosti zaporedij,
ki se lahko uporablja prek spletnega vmesnika ali kot samostojno orodje za primerjavo
uporabnikovega zaporedja z zaporedji v spletni podatkovni bazi. Javni vmesnik programa
BLAST se nahaja na spletni strani NCBI podatkovne baze:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Razli¢ice programa BLAST primerjajo vse kombinacije

nukleotidnih ali proteinskih zaporedij z nukleotidnimi ali proteinskimi zaporedji v
podatkovnih bazah. BLAST je hevristicna metoda, da ugotavlja kratka ujemanja med
dvema sekvencama in poskuSa priceti poravnavo na teh "vrocih tockah". Poleg izvajanja
poravnav, BLAST vsebuje statisticne podatke o poravnavi; to je pricakovana vrednost ali
lazno pozitivna stopnja. BLAST je eden od najbolj Siroko uporabljenih bioinformati¢nih
raziskovalnih orodij. Klju¢ne strani BLAST-a imajo zdaj dosledno obliko in strukturo.
Vsaka stran ima glavo, ki vsebuje povezave na domaco stran NCBI-ja in prijavno polje za
prijavo na NCBI ter moZnost prilagajanja vmesnika, My NCBI (moj NCBI). Tik pod glavo
je seznam povezav (imenovanih "drobtinice," angl. ‘breadcrumbs), ki prikazujejo lokacijo
trenutne strani in omogoc¢a navigacijo do sorodnih strani. Tudi v glavi so zavihki, ki

omogocajo dostop do glavne strani aplikacije in so slednji:

e Domov (Home): navigacija do BLAST obrazcev, specificnih podatkovnih baz
organizmov, specializiranih orodij, nasvetov in novic.

e Shranjene strategije (Saved Strategies): izpolnjeni BLAST obrazci, ki so shranjeni
na My NCBL

e Nedavni rezultati (Recent Results): povezave do Se neizteklih BLAST rezultatov

e Pomoc¢ (Help): direktorij dokumentacije.

Ko uporabnik za¢ne novo delo z izpolnitvijo BLAST obrazca, BLAST takoj predstavi
Running Job stran (stran tekocega dela), ki poroca o stanju tekocega dela in poda oceno,
kako dolgo bo trajalo, da se to delo zaklju¢i. MoZno je tudi spremeniti parametre za
oblikovanje BLAST dela na Format Control strani (stran nadzora formata) medtem, ko se

delo izvaja, saj se formatiranje izvrsi Sele po iskanju in usklajevanju. Ko se delo zakljuci,
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BLAST predstavi BLAST porocilo (BLAST Report). Iz porocila, lahko uporabnik
ponovno formatira trenutno tekoce opravilo z uporabo istih izhodis§¢nih parametrov kot
izhodis¢e ali pa z navigacijo na katero od drugih strani aplikacije. Stran nedavnih
rezultatov (Recent Results) kaze stanja in nekatere parametre uporabnikovih Se neizteklih
BLAST opravil ter neposredne povezave do BLAST porocil za vsako opravljeno delo. The
BLAST home page is always available from each page header’s Home tab. Along the right
side of the page are tips and news about BLAST. The top section of the page links to
several organism-specific BLAST pages, in order of how often they are used as species
limits in BLAST searches. Other species-specific BLAST pages are available from the ‘list
all genomic databases’ link, which temporarily leads to the MapViewer home page.
Domaca stran BLAST je vedno na voljo na zavihku v vsaki glavi strani. Ob desnem robu
strani so nasveti in novice o BLAST. Zgornji del strani vsebuje povezave do razlicnih
specifiénih BLAST strani to¢no doloCenih organizmov, kateri so pogosto uporabljeni kot
omejitev pri BLAST iskanjih. Spletne strani ostalih specifi¢nih organizmov so na voljo na
seznamu vseh genomskih podatkovnih baz (angl. list all genomic databases), ki za¢asno
vodi do domace strani MapViewer. MapViewer vsebuje taksonomski direktorij, kateri
vsebuje povezave do velikega BLAST strani organizmov razliénih vrst. Osrednji del
domace strani vsebuje povezave in opise pet splosSnih BLAST oblik: Nucleotide BLAST,
Protein BLAST, blastx, tblastn in tblastx. Nucleotide BLAST vkljucuje standardni blastn,
megablast in discontiguous megablast in predstavlja te tri moZnosti kot alternativne
algoritme pri preiskovanju nukleotidnih podatkovnih baz z nukleotidno poizvedbo.
Podobno, Protein BLAST zaobjema blastp, PSI-BLAST in PHI-BLAST. Na dnu domace
strani najdemo seznam specializiranih BLAST vrst, kot iskanje SNP-jev (Single
Nucleotide Polymorphism) ali iskanje profilov genske espresije in orodja, ki uporabljajo
BLAST kot povezovalno tehnologijo, kot sta bl2seq ("BLAST two sequences," ki poravna

dve sekvenci), ki uporablja BLAST za poravnavo, vendar ne za iskanje [18].

3.3.2 GORIV

Linearno in urejeno zaporedje aminokislin, kodirano in konzervirano z linearnim in
urejenim zaporedjem nukleotidnih baz, kodira vse, kar je znacilno za Zive organizme:

posebne in organizirane interakcije v prostoru in ¢asu med proteini, lipidi, nukleinskimi
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kislinami in celi¢nimi metaboliti. Te lastnosti so odvisne od tega, kako se lahko protein
zvije v edinstveno aktivno tridimenzionalno strukturo. Ta proces je spontan v danih
pogojih, Ceprav lahko procesu pripomorejo tudi nekatere Zive celice, tako imenovani
Saperoni, ki katalizirajo proces. Veliko truda je bilo namenjenega izraCunu prostorske
strukture polipeptidne verige preko analize aminokislinskega zaporedja z omejenim ampak
kljub temu spodbudnim rezultatom, ko je polipeptid daljsi od 10-20 aminokislin. Vendar
detekcija strukturnih lastnosti proteina, kot so a-vijacnice, B-sheets in aperiodi¢na struktura
ali tuljave je privedla do zanimivih rezultatov. Ti rezultati so bili v pomo¢ pri oblikovanju
novih proteinov, napovedovanju vpliva toCkovnih mutacij, identifikaciji razreda
beljakovine, itd. Ta informacija je danes koristna za Stevilne molekularne biologe in
beljakovinske modelarje. Obicajno je ¢as izraCuna krajsi in mnogi programi predikcije
sekundarne strukture so na voljo biologom preko spleta. Metoda GOR je ena izmed najbolj
priljubljenih metod napovedovanja sekundarnih proteinskih struktur in je bila prva, ki se je
izvajala kot racunalniski program. Ime GOR sestavljajo tri ¢rke, vsaka od njih je zaCetnica
imena enega izmed avtorjev prvotne objave [12]. GOR IV je cCetrta razliica programa
GOR za napovedovanje proteinske sekundarne strukture, ki temelji na informacijski teoriji.
Metoda je dostopna preko povezav iz spletnih portalov, kot so NCBI ali ExPASy, kjer ga

najdemo med orodji napovedovanja sekundarne proteinske strukture.

3.3.3 PSIPRED

Spletni streznik PSIPRED zdruzuje veC beljakovinskih anotacijskih orodij in zagotavlja
storitve ali programske opreme, ki uporabnikom omogocajo opravljanje resni¢no Siroke
bioloske analize. Razpolozljive metode so razvrS¢ene v dve osnovni domaci strani. Protein
Analysis Workbench se ukvarja s proteinsko sekvenco, Protein Structure Workbench pa s
proteinsko strukturo beljakovin. Delovno okolje PSIPRED daje na voljo naslednje metode
anotacije zaporedij in strukture: PSIPRED, GenTHREADER, pGenTHREADER,
pDomTHREADER, MEMSAT-SVM/MEMSAT3, MEMPACK, BioSerf, MetSite, HSPred,
DISOPRED2, DomPred in FFPred. Vhodni obrazec temelji na osnovi zavihkov, s
strokovnimi kontrolnimi opcijami za nekatere metode analize, ki se pojavljajo ob njihovem
izboru v pop-up zavihkih na strani. Vsa programska oprema in storitve so na voljo na

spletni strani UCL Bioinformatics Group na http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/ [5].
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3.3.4 Porter

Porter je sistem napovedovanja sekundarne proteinske strukture. Opira se na dvosmerne
ponavljajoCe nevronske mreze z bliZznjicami do povezav, natan¢no kodiranje vhodnih
profilov, pridobljenih iz ve¢ poravnav zaporedij, ponavljajoe nevronske mreze druge
stopnje, in vkljuCevanje velikega Stevila informacij. Natan¢nost programa Porter presega

79%. Porter je na voljo brezplacno na spletni strani http://distill.ucd.ie/porter / [26].

3.3.5 TargetP

Vecina proteinov evkariontskih celic je kodiranih v jedrskem genomu in sintetiziranih v
citosolu. Mnogi izmed njih potrebujejo dodatno razporeditev v eno ali drugo subceli¢no
komponento. Ko je koncni cilj mitohondrij, kloroplast ali pot izloCanja, razvrscanje
obiCajno temelji na prisotnosti N-terminalne tarne sekvence, ki je prepoznana s strani
translokacijskih mehanizmov. V ve€ini primerov je taréna sekvenca kasneje proteoliticno
odstranjena. Signalni peptidi so odgovorni za usmerjanje proteinov na endoplazemski
retikulum (ER) za nadaljnji transport skozi sekretorno pot. Signalni peptidi so v sploSnem
sestavljeni iz treh regij: pozitivno nabita n-regija, hidrofobna h-regija in polarna c-regija, ki
vodi do mesta cepitve. Najbolj ohranjen motiv signalnih peptidov je prisotnost majhne in
nevtralne aminokisline na mestih blizu cepitve. Bioinformati¢no orodje, TargetP,
napoveduje subceli¢no lokalizacijo Se neraziskanih proteinov. Z uporabo N-terminalnega
zaporedja informacij razlikuje med proteini, ki so namenjeni v mitohondrij, kloroplast, v
pot izloCanja ter drugam s stopnjo uspeSnosti 85% (rastline) ali 90% (ne-rastlinski
organizmi) z uporabo niza testov zmanjSane redundance. TargetP predvideva tudi cepilna
mesta (angl. cleavage sites) s stopnjo pravilno napovedanih mest, ki sega od priblizno 40%
do 50% (kloroplastne in mitohondrijske predhodne sekvence) in ki doseze 70% pri
sekretornth ~ signalnih  peptidih. TargetP je na voljo na spletni strani:

http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ [9].
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3.3.6 SOSUI

Bioinformati¢no orodje SOSUI je dostopno na spletni strani: http://harrier.nagahama-i-

bio.ac.jp/sosui/, oziroma SOSUI verzija 1.11 (prva opcija pod Stevilko ena v meniju te

spletne strani) pa na spletni strani http://harrier.nagahama-i-

bio.ac.jp/sosui/sosui_submit.html. Aplikacija, imenovana SOSUI, razlikuje med

membranskimi in topnimi proteini iz podanih aminokislinskih sekvenc ter napoveduje
transmembranske helikse membranskih proteinov. Uporablja metode, ki niso odvisne od
poravnave zaporedja, vendar od fizikalno-kemijskih lastnosti aminokislinskih sekvenc. Ta
aplikacija ima zelo visoko natan¢nost napovedovanja in izracuni so zelo hitri. V sistemu
SOSUI obstajajo tri osnovne predpostavke. Prvi¢, membranski proteini so oznaceni z vsaj
enim, primarnim, transmembranskim heliksom, ki je Se posebej hidrofoben. Drugic¢, lahko
obstajajo tudi hidrofilni transmembranski heliksi, ¢eprav njihova hidrofobnost je v bistvu
podobna hidrofobnim segmentom topnih proteinov. MoZna vloga sekundarnih
transmembranskih heliksov je tvorba aktivnih proteinskih obmocij. Tretji¢, primarni
transmembranski heliksi so stabilizirani s kombinacijo amfifilnih stranskih verig na koncu
heliksa, kot tudi z visoko hidrofobnostjo v srednjem obmocju. Ko so polarne interakcije
najdene tudi v srediSCu primarnega heliksa, njihov obstoj obicajno dokazuje vlogo pri
stabilizaciji transmembranskih heliksov. Polipeptid je lahko membranski protein, e
vsebuje vsaj en transmembranski heliks. Program razlikuje membranske proteine od topnih
s predikcijo o obstoju primarnega transmembranskega heliksa dolocene sekvence. Analiza
tridimenzionalne strukture membranskih proteinov je pokazala, da je priblizno tretjina
transmembranskih heliksov zelo hidrofobnih. Sistem SOSUI je orodje, ki temelji na spletni
uporabi in kjer lahko uporabniki predlozijo svojo vneseno sekvenco. Rezultati se obi¢ajno
vrnejo v 1 min. Dve pomembni napovedi sta predstavljeni na izhodni strani: vrsta
beljakovine in regija transmembranskih heliksov, ko je protein membranskega tipa.
Vhodna dolzina sekvence je omejena na 20-5000 aminokislin. Natan¢nost klasifikacije
beljakovin sistema SOSUI, ki opravlja analizo pri dolo¢anju tipa proteina, je bila 99%,

medtem ko je ustrezna vrednost napovedovanja transmembranskih heliksov 97% [17].



MarkeZi¢ K. Akutno fazni odgovor in vpliv SA Al... iz vidika strukturnih in funkcijskih lastnosti.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014 27

Opisi uporabljenih bioinformati¢nih orodij so zbrani v Tabeli 3.

Tabela 3: Pregled in kratek opis bioinformaticnih orodij in njihovih internetnih strani

NCBI
BLAST Program za iskanje podobnosti
zaporedij. Razli¢ice programa
http://www.ncbi.nlm.nih. gov/blast BLAST  primerjajo  vse

kombinacije nukleotidnih ali

proteinskih zaporedij z
nukleotidnimi ali proteinskimi

zaporedji v podatkovnih bazah.

GORIV

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi- GOR 1V je Cetrta razliCica

i ? =
?Igl/npsa automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.ht programa GOR

za
napovedovanje proteinske
sekundarne strukture, ki temelji

na informacijski teoriji.

PSIPRED

Spletni  streznik  PSIPRED

zdruzuje veC Dbeljakovinskih

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/ anotacijskih orodij in zagotavlja
storitve ali programske opreme,
ki uporabnikom omogocajo
opravljanje  resni¢no  Siroke

bioloske analize.

Porter

http://distill.ucd.ie/porter / Sistem napovedovanja

sekundarne proteinske strukture.

TargetP

http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ Napoveduje subceli¢no

lokalizacijo Se neraziskanih
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proteinov.
SOSUI
Aplikacija razlikuje med

http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/

membranskimi  in  topnimi
proteini 1z podanih
aminokislinskih  sekvenc ter
napoveduje  transmembranske

helikse membranskih proteinov.
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4 REZULTATI

V preteklosti skupno Stevilo ¢loveskih SAA genov in mRNA ni bilo popolnoma znano.
Podatki aminokislinskih sekvenc, pridobljenih iz ¢loveSkih amiloidnih vlaken tipa AA in
njihovih predhodnih proteinov so pogosto nakazovali, da obstajajo vec kot trije geni. Sedaj
obstajajo trdni dokazi o obstoju ve¢ kot treh SAA genov pri ¢loveku: iz sedmih cDNA
vzorcev, izoliranih iz enega posameznika, je bilo mogoce razbrati pet razlicnih mRNA
sekvenc. Nukleotidna zamenjava je lahko artefakt kloniranja cDNA ali pa lahko predstavlja
spremembo na alelu. Nekateri izmed izoliranth cDNA klonov se razlikujejo le za eno
bazno zamenjavo. Bilo je ugotovljeno, da to sprozi posledi¢no zamenjavo aminokislin na
beljakovinski ravni, in te razlike predstavljajo posamezne genske prepise. Bilo je razbranih
najmanj pet razli¢nih prepisov iz Sestih razlicnih mRNA enega organa [35]. Ugotovitve ve¢
transkriptov jetrne cDNA med akutno fazo enega posameznika jasno kazejo, da med
akutno fazo poteka pri ¢loveku translacija vseh teh variant. Specifi¢ni 3' segmenti so lahko
povezani z morebitno post-transkripcijsko regulacijo SAA genske ekspresije. Segment
DNA (ki kodira aminokislinske ostanke na lokaciji 33-45), je stalnica pri vseh Cloveskih
zaporedjih SAA, in ni najdene razlike na beljakovinski ravni v primerjavi z razlicnimi
vrstami, kar kaZze na njegovo pomembno funkcijo. Oc¢itno je ta del visoko evolucijsko
ohranjen. Minimalno Stevilo treh lokusov (izotipov) lahko pojasni spekter cDNA

heterozigotnega posameznika; vsak lokus bi lahko kazal precejs$nji polimorfizem [35].

SAA1 in SAA2 (SAA1/2) sta akutna in inducibilna izotipa s ~ 95% sekvencno identiteto,
Cloveski SAA3 je bil okarakteriziran kot psevdogen in SAA4 je bil do nedavnega
obravnavan kot konstitutivno izrazen. SAA4 se razlikuje od SAA1 po aminokislinski
dolzini (SAA4 je daljSi za osem aminokislin) in deli si le 55% sekvencne identitete z
SAAI. SAA1l ima najmanj pet alelov, od katerih trije kodirajo razli¢ne beljakovine
(SAAI1.1, SAA1.2 in SAAL1.3). Molekulska masa proteina SAA1 (in tudi SAA2) je okoli
12 kDa, po separacijski metodi poliakrilamidne gelske elektroforeze v prisotnosti
natrijevega lavrilsulfata (SDS-PAGE). Njegova koncentracija v krvnem obtoku se med
akutno faznim odzivom lahko bistveno poveca, do 1000-krat, zaradi vnetja, okuzbe ali
poskodb tkiva. Poveca pa se v roku nekaj ur po zaCetnem drazljaju in domneva se, da ima

zascitno vlogo, dokler njegova koncentracija ne pade ponovno na izhodiS¢ne vrednosti, v
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priblizno 7 dneh [20]. Ce se koncentracija SAA1/2 ne povrne na obiajno raven, nastane

kroni¢no vnetje.

4.1 Centralna dogma molekularne biologije

Klasi¢en pogled centralne dogme molekularne biologije dolo¢a, da se kodirane genetske
informacije v molekuli DNA prevedejo v sestavljen mRNA. Vsak mRNA vsebuje program
za sintezo dolo¢enega proteina (Slika 2). Komplementarna sekvenca DNA je sekvenca ene
verige dvovijac¢ne verige DNA in sluzi kot vzorec za izgradnjo druge vijacnice. Obe verigi
DNK sta antiparalelni; sta vzporedni druga z drugo, vendar sta usmerjeni v nasprotno smer.
Vsaka veriga DNA se bere v dolo¢eni smeri, od 5 "(pet konec) do njenega 3" (tri konec)
[25]. Preden se sprozi sinteza proteina, se ta dvojna vijaCnica razpre. Takrat encim RNA
polimeraze kopira segment DNA na RNA. Ta proces izdelave RNA iz DNA imenujemo
transkripcija. V evkariontih, DNA ostane v jedru, medtem ko pa tvorjenje proteinov poteka
v citoplazmi. Torej je potrebno navodila iz DNA zapisati na RNA (ribonukleinska kislina),
molekulo, ki se premakne v citoplazmo in sluZi kot vzorec za izdelavo proteina. Ker ta
RNA nosi informacije za proizvodnjo proteina, oziroma vsebuje kopijo doloCenega gena,
se imenuje messenger RNA (mRNA). Gen evkariontskih organizmov vsebuje eksone in
introne. Eksoni so izraZzene regije DNA, ki so prevedene v beljakovine. Introni so vimesne

regije, ki niso prevedene v beljakovine.
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Slika 2: Prikaz centralne dogme molekularne biologije. V jedru celice poteka prenos informacij iz DNA na
mRNA (transkripcija), ki nato potuje v celi¢no citoplazmo, kjer s pomocjo ribosomov poteka translacija v
proteine. (Vir: http://www.tokresource.org/tok _classes/biobiobio/biomenu/transcription_translation/)

Funkcije intronov so lahko razlicne, ena od katerih je regulacija transkripcije. Primarni
transkript vkljuCuje tako eksone kot introne. Pred selitvijo iz jedra v citoplazmo, RNA gre
skozi proces splicing-a, ki odstrani introne in zdruZi eksone skupaj, kar tvori zrelo mRNA,
katera bo uporabljena v procesu translacije v beljakovino. Proces RNA transkripcije SAA1
je nakazan na sliki 3. Kodirajoce obmocje (imenovano tudi kodirajoCe zaporedje, oznaeno
z CDS) je del mRNA, ki se dejansko prevede v protein. mRNA ima neprevedeno regijo na
vsakem koncu, ki sta poimenovani 5 'UTR (angl. untranslated region, oziroma neprevedena
regija) in 3' UTR. RNA vsebuje tudi regulatorne regije. To je transkripcijsko startno mesto
in se nahaja tam, kjer RNA polimeraza prepise vzorec iz matricne DNA na mRNA (v
primeru SAA1 je to prvi ekson?). V citoplazmi, ribosomi vr$ijo proces prevajanja
zaporedja nukleotidnih baz zrele mRNA v to€no doloCeno zaporedje aminokislin. Ta
proces se imenuje translacija. Vsako aminokislino doloc¢a niz treh nukleotidnih baz, ki se
imenuje kodon. Ker je moznosti veliko, aminokislin pa le dvajset, lahko razli¢ni kodoni
kodirajo isto aminokislino. Ena ali ve¢ aminokislinskih verig tvori velike kompleksne
molekule imenovane proteini (ali beljakovine). Ti opravljajo razli€ne aktivnosti v celici

[25].



MarkeZi¢ K. Akutno fazni odgovor in vpliv SA Al... iz vidika strukturnih in funkcijskih lastnosti.

32

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014

4.2 Referencna sekvenca gena SAA1 na kromosomu 11

Spletni portal NCBI nudi svoj brskalnik, v katerem se lahko sproZi iskanje Zelene
nukleotidne sekvence iskanega gena. Na levi izberemo moZnost ,,nukleotide*, medtem ko
v desno polje vpiSemo ime ali dostopno Stevilko (accession number) gena. Preden
sprozimo iskanje, lahko vzpostavimo razli¢ne filtre (kot na primer lahko oznacimo, da
iS¢emo gen za vrsto Homo spaiens), za ulinkovitejSe iskanje. Nato se pojavi seznam,

izmed katerega izberemo iskano zaporedje.

Vir sekvence: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG 021330.1

Accession number (Stevilka dostopa): NG_021330

Sekvence, oznacene s klju¢no besedo RefSeqGene (referencne sekvence gena) v NCBI-
jevi nukleotidni bazi podatkov, sluzijo kot stabilna podlaga pri porofanju mutacij,
vzpostavitvi konvencij Stevil¢enja eksonov in intronov ter dolo€anju koordinat ostalih
razli¢ic. Sekvence RefSeqGene so usklajene z referencnimi kromosomi, ter sedanje in
prejSnje kromosomske koordinate so na voljo zaradi ponovne uskladitve [1]. Human gen

SAAT1 je lociran na kromosomu 11p15.1 (Slika 3) in je velik skupno 3717 baz (Slika 4).

Chromosome 11 - NC_000011.10

[ 15231358 p [ 18367043

ZAAZ2-ZARG
EZAR2

ET13RS
ZAAL =

HPEE
GTF2H1

Slika 3: Lociranje SAA1 gena na kromosomu in drugi okoliski geni (vir:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6288).
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ttttcacagt
aataactgta
ccctgatatg
gcccctaggg
aggaggagag
tttgaaaacc
agttttgaat
aaaagagact
cccagaaggt
ccttctgaat
gcatattaac
agccagcacc
catggacccc
gagcgttctg
taaagtacca
tgatagtaag

tcatttacgg
ttgttgaacc
caaatatctg
taagatgtgce
aattggatga
attataaggg
ggagagtgat
agttggcggce
gatgcctaat
atgttttttg
aatgtccatg
tgggcctgga
tgcaaagtga
cacaccgagg
cctgctactc

aaggtggagyg

ccctcectttcece
ttccagtatc
ggaaaagaat
ctgggggttt
tgaggtacga
ctttgacttc
agaagttgtc
aaagggggaa
aacatctctc
acaattaatg
ttcactcgcg
actgggccgce
acgagcttcg
aaatgcgctt
agaaggctaa
aagacttaaa

aacacattca
ctgcattccc
gttccagagg
ggagaccagt
gaggaaggag
aactatgagt
ttgtgttgta
atgtggaagc
tgggagcagc
taaacatttc
gcagccgccce
agcccccagce
ggcctttgtg
cctgagagag
atcagaagaa
ggcagacgaa

ctgccaatac
ggatcaaggc
aaaggaacag
gtggccagag
ttaggacagt
ggaagtggaa
acagtctggc
cagttaagaa
ggagagatga
aagtaggctg
ccttctgcge
ttcacccacc
aaaatgtgta
tgggtggaga
aataccaagg
ccatcaactg

tcttattgac
cccctcaaag
ctaatccgag
caaaatgagc
ttgagtaaag
tcctcececggag
tgctatactg
gccatcataa
taagggtttg
agattttatt
ggtcatgccg
acctccctac
agcaggatcc
gcatgggagg
aagaaaaacc
aggaaagtga
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tctagaaatt
agatgaaaat
tgctattgaa
catcaagctg
attacagaag
ttcagctcag
agcagcccat
gctgaaagaa
aaaacatgaa
gcaggagaga
ttttccaggt
gggaggggac
agaggctctt
gaacccagca
attgtcagcc
aggaaaagca
accttctcat
gcagctgaag
actaggaatt
gggtctgtta
gggcagggaa
attagtgcga
ttccaaagct
cctacttcac
gtgaggtgct
ttcctatccce
cgatgagttc
ttcatctcaa
ctgctcctgce
aagtctatgt
tgccctgtaa
cagtcatgca
agtctgaacc
cactttaaat
tcagtcacat
cccacaactc
aatagaagca
gcactttggg
acatggtgaa
aactgcagtc
gaggctgcag
ctgtcttgag
gggaagggag
ggggaggaga
ttctctttce
catagcattc
agaaagagag
ggaagaaaag
ggagggaaag
ggaagacaga
aggaaggaag
acagttgctg
tggtactgac
ttttctgtgce
cagggcacac
cacagggtct
gccttgacct
gcaggtgcac
acagttttgc
ccaaaagcat
agctttagat
gagcccatcc
tcacaccttc
ctcagccccc
atcttgttcc
atccaggaac

gataaagaag
gtggagataa
gtcctaaatg
aatcctcgcet
ccaaatgctg
ccttacaagt
gatcttgcct
gttcaaccta
gagcgagaga
gcccagaggg
ggctttcctg
atgcctggaa
gcagccatgce
aatatgtcaa
aaatttggag
acctagatca
caagagagct
cattttacag
acaaacttta
attcttatat
tatacttatt
ggcaaacata
tttccattct
tcatgcattg
gtgtttggtg
tgtgttttgt
tatgactggt
aatgcatctt
tacactctgg
tatgccctat
ccctccectcea
actcaacaag
ttggcagctg
tcatggtcgt
tcttecttte
ctcgttcatt
atcagatatg
aggccaaggc
actcccactg
ccagctactt
tgagccatga
aggagaggag
aggggagggg

ggaggatcag
caacaagatt

tgaaagaaag
aggaaggaag
aaggaaggaa
aaggaaggaa
gagggagtaa
gaaagaaaga
ctatatccac
cacttccttc
tgaggaggta
atgagacatg
tgctctgtta
cctgggtctc
actaccacac
acagagtgat
tgggattata
atgaactcag
tgaggaaatg
cagcagccca
tcaatgctga
ctcaggttgce
ttgtcttaga

gtgtgattga
cggaggagat
atggtgaact
tggccatttt
ccatccaaga
ggcgggggaa
ttgcctgtaa
gggcacagaa
tcaaagaaag
aggaagaagc
gtggaatgcc
tggccggaat
aggatccaga
aataccagag
gtcaagcata
ccttatggat
ggggtgcttt
tggtttgcca
aacacttttt
ttttctttac
tatggaagat
aaaaaaaaaa
tcttaacctt
actccttcaa
ttaaagtgac
gcactctggg
aaagaaaagg
ccttgttatc
gcaaccttgt
cttttaccct
tctttaaata
catttattgc
aatgtgatca
tgaccaagag
ctagatgtct
ctcttctcag
aacttctggce
aggaggactg
tactaaaaat
gggaggttga
ttgcaccact
aagagaggag
agaggggagg
gtgaggagta
gtcatttcct
aaaagaaaag
gagaaagaga
ggagggaggg
gagagagagg
ggaaggaagg
aaaaataaaa
cagcctctct
cttcctaatt
aatctctgga
gcaggggtag
accaggctgg
ccacaatcct
ccggtccatt
cttaaactct
ggagtgagcc
agggacttca
actggtagag
ggtgccgcca
ggagcagagc
acaactggga
ccgttttgta

accagacact
gatggatcag
ccagaaagcc
gtatgcaaag
ctgtgacaga
agcacacaga
attggattat
aattgcagaa
aatagaacga
cagacgacag
tggtaatttt
gcctggactc
agttatggtg
caacccaaag
atgcccttcet
gtcgcaataa
gaagataatc
ttagggtatt
aaatcttcaa
taatcattgt
tactgctcta
gtccatgttc
ccacctgtca
tcaataaaag
aacagttatc
tcaaactcag
gcctgectggt
gttcctctce
cccecgtggece
cagtcactct
aatcctcctc
acagtgatat
gaaaaaaagc
ctaccataca
gctttctact
ttgacaactt
tgggcatggt
caggttagga
tttaaaaatt
gatgcaagga
gcactccagc
gggaggggag
agagagggga
tgccaaggag
ttaaaaagta
aggaaagaaa
gaggaaggaa
agggaaggga
aaggaaggag
aaggagaaag
gagtgaaaac
gcatgtcctg
tcctaattga
tatctagact
gctgctagtt
agtgcagtgg
tccgecttcag
tatttttata
tgaccccaag
actgtgctgg
tttcagaggc
tcaggagctg
tcacggggct
tggtctcctg
taaatgaccc

ggggaaatga

gatgctcctc
gcaaatgata
attgacttat
agggccagtg
gccattgaaa
cttctaggcc
gatgaagatg
cattggagaa
gttaagaagg
tcaggagctc
cccggaggaa
aatgaaattc
gccttccagg
gttatgaatc
gataaataaa
tacaaaccaa
cctacccctc
cattcagata
atatttaaaa
ggatttttcc
atttgagtga
atctctaaat
atctatagga
tgactaagaa
tgtcaataag
aaatgcaaac
ttccctcagg
ttcctgtctce
ctgtggcccc
ctctgttaac
ctttgacctt
tcaatttgcc
acgactgcta
atccactacc
tctcttctet
tgcttcctat
agctcatgcc
atttgagacc
actcaaacat
tcacttaaac
tcaggcaaca
ggcaggggag
ggggagggga
tgtttttaag
gttatcctga
gagagaggaa
gggaggaaga
gggagggaaa
gaagagagaa
agagaggaag
ggactggaga
gcctcagceccc
ctaggccagc
gaggggtgga
ttattttgtt
cgtgattata
cctcttgagt
tttcgtagag
tgatcctcct
acctagtctg
atctgccatg
gcttcaaagc
cccactctca
ccctgacagce
gggatgaaga
cctgcaggga

aagaaatggg
aaaaagtggc
tcacagatgc
tcttcgtcaa
taaatcctga
actgggaaga
ctagtgcaat
agtatgagcg
ctcaagaaga
actatggccc
tgcctggaat
ttagtgatcc
atgtggctca
tcatcagtaa
gccctgctga
cgtacctctg
tcccccaaat
atgttttcct
caaatttaaa
ttaaattatt
aataaaagtt
gacatcattg
gatgacttct
cctgctacag
cctgacaagg
aggtggagag
atctctgtcc
agaggaagac
ttggttgttg
attctccctg
cgcatgtatt
acttgctaaa
tgactagtct
tttctcaagt
tctgaaactt
ttcactgaaa
tataatctca
agcctgggca
attggcaaac
ctgggaggct
gagcaagacc
gggaggggag
ggggagggga
acttactgtt
ggcctatatt
ggaaggaagg
gaagaaggga
gaggaagaaa
gaaggaagga
gaagaaatga
agaagaaacc
tgctgggcectc
tgagcagggc
aggagccttc
ttcttttaga
gctcactgca
agctgggact
acaagatctt
gccttggcect
tcagctttga
tggcccagca
tgccctcact
actccgcagce
tgccaggcac
aaccactggc
ctttccccag
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4921 ggaccacatc cagcttttct tcgctcccaa gaaaccagca gggaaggctc agtataaata
4981 gcagccaccg ctccctggca

ctg ggtgttatac tttgtggtat agactgcctg tttagtatga
8761 aggggcgatc catgcacatc taagtgaacg tggaggctgg gtgggtggga gacgactcct
8821 gggcacacag ggcatcctgg gcatccctga ggcaaggaca tgatgagttc agtggccacc




MarkeZi¢ K. Akutno fazni odgovor in vpliv SA Al... iz vidika strukturnih in funkcijskih lastnosti.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014

35

8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681

cccacaggat
agtgagtctg
ttgctagcac
agcttcctgce
tgtgaggagc
ctcatgttag
ttgatcaatt
cagtcatttt
gttgtgtcct
tttggaaagc
ccctactcct
gacatcaccc
atggctctcc
caaaaattcc
gtttgtggct
gaattggttt
tttgaacagt
cattagtctc
gtaggtagac
tctgctggaa
caattgcaag
ctttgatgtt
tcacacatgt
gtgatacact
gatagggaac
ttttgtaaaa
agtgtggatg
tagaggttga
ggtagggtca
agcaagtcgt
ttacctaata

cccaggggct
taggaacccg
ctcaatggag
cacccagtgg
cctttcccaa
ccattaataa
gtctcacacc
attgctattc
gtccccttct
ctcatcccaa
gatctcattt
tgcttctgac
catttgtttc
acttccttga
cccaagcact
tgtatgtcag
tcataaaaac
actcattgtc
acaacacaat
tatggaaggc
actgtgtcct
ctcggttgga
aacaggtgca
gaacaaggcc
atggtaagag
ttagttcctt
tgccactctc
ggatccttca
gggagctccg
gtggggagag
cacactcaga

tcagcagatc
agccacattc
agctccttgce
ctacagccac
atttatttct
ctctctatgt
gctcacccac
ccaggcctct
cgacctcctg
gagtcctggce
taaaatttta
tgacccaatt
cctcatcttt
agagccttcc
ttgttcacac
ttccecctget
actttcattt
gtttgacaat
aagagcctca
cagtgaatag
atactttaca
taaacaggtt
gagccaagac
aagagattca
cagtgaattc
gatcagaagc
cctagtaccc
gtagttccta
ctgaacagat
aagacccagc
taacagacta

ccacccctta
ccagtgagtt
ttgcagcttt
acactctcca
ttctgtgttt
taaacccttc
cccctcectcecce
gtgtgcccag
gccttgtcect
aactgataca
ttttcttatt
tttaaagttt
cttttcactg
cagtagccat
ctgctcgttc
ggactggaag
ctattgtcct
gtttattgtt
atacaggcac
taactagaat
tgctttatcg
tagaggtatg
tgcaggctgg
gcagtggaga
cataagcatg
aacgcctttg
cagagtgtag
taccaagcca
gtggaggaca
ctgcaatgat
agtctag

Slika 4: Genska sekvenca SAAL, accession # NG_021330 z 10717 bp.

ccccatgtga
caactgcacc
ggcttgtgge
gcaagattta
tttatccctt
cttttgtatc
tggtcatgca
atctcttcac
caatgatgtt
ttagtctcac
ttattattat
ctctttattc
acttagaatt
gaaccacact
atctttaccc
cccctgtaac
gtgtaactgt
ctaaagagaa
acactggtgg
cgctgccatc
gattgacact
tgttcaggcc
tttgtctgac
cctcctcectcet
ggaccccgtt
ggtctctcge
ttggaggctt
taagttgtgc
tcagagtggg
gactggttaa

gcagctgccc
ccggcacgtt
acccagcaaa
atctcagcct
agtagctaat
tgcggctaca
gaggcctcac
tgccctgtca
tctatgaggc
caacactagc
tatttttagg
tccttaaaga
caggtccaga
ctggggcaga
cctcctctca
ataactagca
tcacaagata
agcgagatat
cagtccaaac
ttttacactg
gcagagaagc
ttctccaagg
tccagaacct
tcttcaggaa
atacttcatt
tattgagtta
gcctagagat
tgcatctgca
aggaaaagga
ctactgtttc

Moznost nahajanja TATA box-a, torej lokacije, obi¢ajno oddaljene nekaj deset nukleotidov pred primarnim

transkriptom, je poudarjena s svetlo rumeno barvo v ozadju nukleotidov. Pomembna je pri vezavi RNA

polimeraze, saj omogoca prepoznavanje zacetka transkripcije.

Kodirajoca sekvenca | SAAI je poudarjena s svetlo modro barvo v ozadju nukleotidov, medtem ko pa so

nukleotidi, ki sestavljajo eksone Se dodatno obarvani z rdeco barvo. Njegova dolZina je 3117 bp in se nahaja
od 5001 bp do 8717 bp. mRNA SAAI sestavljajo stirje eksoni, in sicer, ¢e zdruzimo lokacije od 5001 bp do
5183 bp, od 5624 bp do 5718 bp, od 7935 do 8073 bp in od 8457bp do 8717 bp. Na lokaciji 8073 bp se v tem

primeru nahaja nukleotid gvanin (g, zeleno obarvan), ki se za to nukleinsko kislino razlikuje od referen¢nega

(GRCh37). C

genomskega

sestava

je zamenjan

da lahko predstavlja standardni alel, dolocenim z uskladitvijo javnih cDNA-jev.

z G

-jem

4.2.1 Lokalizacija gena SAA1 na lokusu 11p15.1 ter okoliski geni

Geni, locirani na istem lokusu, si velikokrat delijo podobne vloge ali pa so vkljuceni v

podobne procese, zato lahko lokalizacija in identifikacija drugih genov na isti lokaciji na
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kromosomu nakaze na potencialne vloge SAA1. V bliZini Gena SAA1 se na kromosomu
11p15.1 nahajajo tudi geni za sledece proteine: SAA2, SAA4, GTF2H1, HPSS in ST13P5
(Slika 3).

4.2.1.1 SAAl

Druga imena za SAAI1 so Se: Serum Amyloid Al, SAA, PIG4, SAA2, TP5314, Serum
Amyloid A Protein, Serum Amyloid A-1 Protein in Tumor Protein P53 Inducible Protein 4.
SAA?2 je parolog gena SAAI, saj si delita skupnega prednika. Gen SAA1 se nahaja na
pozitivni vija€nici in njegova natancnejSa lokalizacija na kromosomu je od 18,287,721 bp

do 18,291,524 bp, skupna velikost je 3804 baz (GeneCards).

4.2.1.2 GTF2H1

Druga imena za GTF2H1 so Se: General transcription factor IIH, polypeptide 1, General
Transcription Factor IIH Subunit 1, P62, TFB1, TFIIH. Gen GTF2H1 kodira protein,
povezanim z boleznimi, kot sta Rift Valley Fever in Xeroderma Pigmentosum, Group C.
kromosomu je od 18,343,816 bp do 18,388,591 bp, skupna velikost je 44,776 baz
(GeneCards).

4.2.1.3 HPS5

Druga imena za HPS5 so Se: Hermansky-Pudlak Syndrome 5, Alpha Integrin Binding
Protein 63, RU2, AIBP63, KIAA1017. Gen HPS5 kodira protein, ki lahko igra vlogo pri
biogenezi organelov, povezano z melanosomi, trombociti gostih granul in lizosomi.
Bolezni, povezane s HPSS5, vkljuCujejo sindrom Hermansky-pudlak 5 in sindrom
Hermansky-Pudlak 6. Gen HPS5 se nahaja na negativni vija¢nici in njegova natan¢nejSa
lokalizacija na kromosomu je od 18,300,217 bp do 18,343,745 bp, skupna velikost je
43,529 baz (GeneCards).
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4.2.14 STI13P5

Druga imena za ST13P5 so Se: Suppression Of Tumorigenicity 13 (Colon Carcinoma)
(Hsp70 Interacting Protein) Pseudogen 5, FAM10AS, Family With Sequence Similarity 10,
Member AS, Family With Sequence Similarity 10, Member A5 Pseudogene in Suppression
Of Tumorigenicity 13 Pseudogene 5. ST13P5 je psevdogen, povezan z boleznimi, kot sta
natancnejSa lokalizacija na kromosomu je od 18,283,432 bp do 18,285,048 bp, skupna
velikost je 1617 baz (GeneCards).

4.3 Gen SAAl

Gen SAALI vsebuje informacije za izdelavo beljakovine, imenovane serumski amiloid Al.
Nahaja se na kratkem kraku (p) kromosoma 11 na polozaju 15,1 (Slika 5). Natancneje, gen
SAA1 se nahaja na kromosomu 11, od baznega para 18,287,753 do baznega para
18,306,423 (OMIM). RNA vsebuje Stiri eksone in tri introne. Ker vsebuje tudi introne

pomeni, da to Se ni zrela mRNA, ampak je to le primarni transkript.

8 §F 8 3 3 2 8% &
- o %.%-
i
& & f ¥ ©T ¥ ¥ ¥
- - = == = = = =
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Slika 5: Kromosom 11 in lokacija gena SAA1 (vir: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/SAAI)

Spletni portal NCBI nudi svoj brskalnik, v katerem se lahko sproZi iskanje Zelene
nukleotidne sekvence iskanega gena. Na levi izberemo moZnost ,,nukleotide*, medtem ko
v desno polje vpiSemo ime ali dostopno (identifikacijsko) Stevilko (accession number)
gena. Preden sprozimo iskanje, lahko vzpostavimo razli¢ne filtre (kot na primer lahko
oznacimo, da iS¢emo gen za vrsto Homo sapiens), za ucinkovitejSe iskanje. Nato se pojavi

seznam, izmed katerega izberemo iskano zapored;je.
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Lastnosti primarnega transkripta SAA1 so predstavljene na spletni strani genske sekvence:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_021330.1,

Accession number (Stevilka dostopa): NG_021330, 3717 bp dolg primarni transkript (Slika

6).

1 ggcagggacc cgcagctcag ctacagcaca gatcaggtga ggagcacacc

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

3121

3181
3241

ttttaaaact
agttatcctg
gaggtaagca
gctaaaggct
ctgtgcgggg
ggagtgacag
tatgcagtca
gtcctgctge
accaggctct
cctgacttct
ttggtcctgg
aaggcttcag
ggggaaaatg
gctgaggcct
ctgggaatat
catttcagaa
gcatccagta
ttaggttgtg
gttgtcagtt
ttgcgtagaa
gcataggagt
ttcctagttg
gtttgttctg
gcctcaagcec
cgcaatcttc
ttagagcagc
ggtttgagcc
cctcctagag
tgccttcaac
gactttcagt
agcactttgg
gccaacatgg
aggcacctgt
agcagaggtt
gactccatct
tgcttcctca
tatgctccta
atatacttta
aggcaggggg
cgtctctact
tactcaggag
tgagatagca
aaaaaaaaaa
tgtctgccac
ggatcttatc
agccaactag
caggctgaaa
gttggagtct
gggacatgtg
acttccatgce
cagaagtgat
tgccttggac
tcctectett
gtgagtgatt

tactctgttt
gggcatacag
gggtcgggcec
ttaagaataa
cagagggaac
tctggtggta
ggcttcaggg
aaggtttcct
cgtcggaata
cctttcattt
gtgtcagcag
aaggtttgca
atgctttcgg
gccaggaact
cccctttecce
gccgctgcaa
acaacgcaca
ctgcccaatg
actcagagaa
gatgcaaaat
atgactaagg
gataatgtac
tttccattct
cccacaagga
ctctcttgga
tgaagccaat
cggctgtgct
gttgatggtt
tccccagcag
ttctctctgg
gaggccaagg
tgaaaccccg
aatcccagct
gcagtgacta
aaaaaaaatg
agcaacccac
acagtcactg
ggtcggggtyg
atcacgaggt
aaaaatacaa
gctgaggcag
ccactgcact
aaaaaaaaaa
ctttctcagc
ataggcagct
gataaaggaa
gcttgaagtc
ttatgttctc
gagagcctac
tcgggggaac
caggtaactg
agtcaggagg
gccctctcecte
cctcatcctce

tctctttcce
ccataccatt
tggtagtact
aaaataatga
acacggtaaa
actcctgcct
ctgatgggtt
agatgagcca
taagtcccaa
cagcaccatg
ccgaagcttc
ggatttctga
aaggctgcectt
agggtttgcect
cgtagtgcag
ggtgtatcaa
cggggtattt
tgcctgggga
agaacaatca
aaggcctgca
ctgttgactc
agggctcttt
tccttcectcecca
ccacagcatt
aggtgagaaa
gcccagggac
tgaggtcagg
atgaatctca
agtctgcaga
gtgattagaa
tggatgaatc
tctctactaa
actcaggagg
gagatcgcac
aaaaagaaag
agcatcagta
gaactcacgt
cggtggctca
caggagttcg
aaattagcca
aagaatctct
ccagcctggg
aaagaatata
atcagtattc
tcattctata
tgtgcttctc
agtggaagat
ctgatgtccc
tctgacatga
tatgatgctg
gagctcctgg
gagacgagct
tgcctctgtg
cctctctggg

aacaagatta
ctgaaggtgt
tggatgggag
tcctgectttg
tgcgttatgg
tcctccatca
cagaaccgag
ctgagactct
gggaagctgt
aagcttctca
ttttcgttcce
agagaaacat
ttgaaccaca
gggttgcctg
cttctcagga
aaacacatct
ttgggcttcc
gctgctaaac
tcctttceccag
atgggtataa
ttctgtctte
agcctcgctce
gccttcttga
ttctcattta
gctgatcttg
ttactgccag
gctcttgcca
ggcacacctt
aactggcctg
agtgcagcca
acttgaggtc
aaatactaaa
ctgaagcacg
cagtgtcctc
tgcagccaag
cagcctacta
cacaatgacg
cgcctgtaat
agaccagcct
ggcgtgatgg
tgaacctggg
cgacagagca
aactttagta
catgtcacta
gcagtggctc
aacccatggt
ttgtccttcce
ttctgccecttt
gagaagccaa
ccaaaagggg
gacgttaggg
ccttgtggag
ctcagtgtga
tgctgttcat

tcatttcctt
cttatctcct
aacacctggg
tgtttatccc
ggaattatag
gtgccacgtt
ggcttctggce
aataagatcc
gccagtcttg
cgggcctggt
ttggcgaggc
caccctggac
gagttgctag
tctcgagtct
tgtgttaagt
cctgagccgt
ttaagatttg
agattagaga
gagcacctga
aatgtccctc
tttctectte
tgtcagggge
caagagctgg
gtttcagaat
gaaggtgaga
tcagcaggtg
ggtagacgca
ggcatcacct
gggtgtggcce
aggctcacgc
atgagttccg
atgtagccag
agaatcactt
caacctgggt
gcagagcacc
agaaagtatt
tgtattccat
cccagcactt
gaccaacatg
cgcatgcctg
aggtggaggt
agactctgtc
gtcagggcag
cctcattcat
ttcaccaggg
atccaaggct
tcattcccct
cctttccettt
ttacatcggc
acctgggggt
ctgggtgagce
aagttagagg
ggtctgagtg
ccagcctagg

aaggagtgat
taaaaaaaat
ctgatctaga
aataccaggt
atgttgagtt
gctacttgag
ggcatcctct
tctgagtgag
agtggaaata
tgggcgactg
tttctgctcc
ttttgatggt
ctgataaact
tgtctgcgtt
ttcagagctg
ggatggatca
aagggacggg
agccgctgcece
gtcgaggatt
gctgtttgtt
agcataaatc
ctccttcgat
tcccttectg
gaactaacgt
gactctgtga
aagctgagac
gcagggcaga
tcactgacca
gaaataccca
tgggcactgg
ctgtaattcc
gagcagcctg
gcgtggtgge
gaacccgaga
gacagagcga
actgccctat
tagggacttt
ttgcaagaat
tgggaggcca
gtgaaatccc
taatctcagce
tgcgatgagc
taaaaaaaaa
aagtactctg
acacactcct
cacttgaaga
gctatgatca
ctaaggtgtt
ccaggggctc
tcagacaaat
gcctgggetg
agagcttgcecc
ctgcggcccce
gatggtagga
ggtgcccagce
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3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661

ctggctgaat
ctctctgagc
gattattaat
attctttggce
gagtggcaaa
ctcttcactc
gggagagggt

ggggtggtge
cctcececttgg
ctccttcttg
catggtgcgg
gaccccaatc
tgctctcagg
acacaatggg

ccagtgtttt
aacagggaga
cctgccttga
aggactcgct
acttccgacc
agatctggct
tatctaataa

catccctcct
atgggagggt
ttacagcgat
ggctgatcag
tgctggecctg
gtgaggccct
atacttaaga

tccttggect
gggctattgce
gccagagaga
gctgccaatg
cctgagaaat
cagggcaggg
ggtggaattt

ttctgggcectc
tcactggcct
atatccagag
aatggggcag
actgagcttc
atacaaagcg

gtggaaa

Slika 6:  Primarni transkript ima skupno Stiri eksone, ki sestavljajo kodirajoco sekvenco, oziroma mRNA
SAAL. Nukleotidi v eksonih so rdece obarvani. Prvi ekson poteka od 1 bp do 183 bp, drugi od 624 bp do
718 bp, tretji od 2935 bp do 3073 bp ter Cetrti od 3457 bp do 3717 bp. Ko te odseke zdruzimo, dobimo
kompleten mRNA.

44 SAA1 mRNA

Messenger RNA (mRNA) je velika druzina RNA molekul, ki posredujejo genetske
informacije iz DNK na ribosom, kjer se dolo¢i aminokislinsko zaporedje proteina.

Iskanje mRNA SAAT je potekalo po istem postopku kot pri genu.

Lastnosti mRNA SAA1l so predstavljene na spletni strani mRNA sekvence:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M23698.1,
Accession number (Stevilka dostopa): M23698, 369 bp dolg mRNA zapis (Slika 7).

1 cgaagc

61
121
181
241
301
361

ttcttttcgt
gacatgagag
gatgctgcca
gagaatatcc
aatgaatggg
aaatactga

tccttggecga
aagccaatta
aaaggggacc
agagattctt

gcaggagtgg

ggcttttgat
catcggctca
tgggggtgtce
tggccatggt
caaagacccc

ggggctcggg
gacaaatact
tgggctgcag
gcggaggact
aatcacttcc

acatgtggag
tccatgctcg
aagcgatcag
cgctggctga
gacctgctgg

agcctactct
ggggaactat
cgatgccaga
tcaggctgcecc
cctgcctgag

Slika 7: mRNA, ki sestavlja kodirajoco sekvenco. Na lokaciji od 1 bp do 54 bp se nahaja signalni peptid,
katerega nukleotidi so obarvani vijoli¢no.

4.4.1 Primerjava treh transkripcijskih variant humane mRNA SAA1

Najdemo lahko tri razli¢ne transkripcijske variante, ki so:

e transkripcijska varianta 1 (Slika 8), lastnosti so predstavljene na spletni strani

mRNA sekvence: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000331.4
Accession number (Stevilka dostopa): NM_000331

1 ggcagggacc cgcagctcag ctacagcaca gatcaggtga ggagcacacc aaggagtgat
61 ttttaaaact tactctgttt tctctttccc aacaagatta tcatttcctt taaaaaaaat
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121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

Slika 8: Transkripcijska varianta 1, 678 bp

agttatcctg
gagcaccatg
ccgaagcttc
ctactctgac
gaactatgat
tgccagagag
ggctgccaat
gcctgagaaa
tcagggcagg
aggtggaatt

gggcatacag
aagcttctca
ttttcgttcc
atgagagaag
gctgccaaaa
aatatccaga
gaatggggca
tactgagcectt
gatacaaagc
tgtggaaa

ccataccatt
cgggcctggt
ttggcgaggc
ccaattacat
ggggacctgg
gattctttgg
ggagtggcaa
cctcttcact
ggggagaggg

ctgaaggtgt
tttctgctcce
ttttgatggg
cggctcagac
gggtgcctgg
ccatggtgcg
agaccccaat
ctgctctcag
tacacaatgg

cttatctcct
ttggtcctgg
gctcgggaca
aaatacttcc
gctgcagaag
gaggactcgc
cacttccgac
gagatctggc
gtatctaata

ctgatctaga
gtgtcagcag
tgtggagagc
atgctcgggg
tgatcagcga
tggctgatca
ctgctggcct
tgtgaggccc
aatacttaag

e transkripcijska varianta 2 (Slika 9), lastnosti so predstavljene na spletni strani

mRNA sekvence: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_199161.3
Accession number (Stevilka dostopa): NM_199161, 531 bp dolg mRNA zapis

1
61
121
181
241
301
361
421
481

Slika 9: Transkripcijska varianta 2, 531 bp

ggcagggacc
ggttttctgce

ggcttttgat
catcggctca
tgggggtgcce
tggccatggt
caaagacccc
actctgctct
gggtacacaa

cgcagctcag
tccttggtcce
ggggctcggg
gacaaatact
tgggctgcag
gcggaggact
aatcacttcc
caggagatct
tgggtatcta

ctacagcaca
tgggtgtcag
acatgtggag
tccatgctcg
aagtgatcag
cgctggctga
gacctgctgg
ggctgtgagg
ataaatactt

gatcagcacc
cagccgaagc
agcctactct
ggggaactat
cgatgccaga
tcaggctgcecce
cctgcctgag
ccctcaggge
aagaggtgga

atgaagcttc
ttcttttecgt
gacatgagag
gatgctgcca
gagaatatcc
aatgaatggg
aaatactgag
agggatacaa
atttgtggaa

tcacgggcecct
tccttggcga
aagccaatta
aaaggggacc
agagattctt
gcaggagtgg
cttcctcttce
agcggggaga
a

e transkripcijska varianta 3 (Slika 10), lastnosti so predstavljene na spletni strani
mRNA sekvence: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001178006.1
Accession number (Stevilka dostopa): NM_001178006, 592 bp dolg mRNA zapis

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

ggcagggacc
cattctgaag
tggttttctg
aggcttttga
acatcggctc
ctgggggtgce
ttggccatgg
gcaaagaccc
cactctgctc
agggtacaca

cgcagctcag
gtgtcttatc
ctccttggtc
tggggctcgg
agacaaatac
ctgggctgca
tgcggaggac
caatcacttc
tcaggagatc
atgggtatct

ctacagcaca
tcctctgatce
ctgggtgtca
gacatgtgga
ttccatgctc
gaagtgatca
tcgctggcectg
cgacctgctg
tggctgtgag
aataaatact

Slika 10: Transkripcijska varianta 3, 592 bp

gatcagttat
tagagagcac
gcagccgaag
gagcctactc
gggggaacta
gcgatgccag
atcaggctgce
gcctgecctga
gccctcaggg
taagaggtgg

cctggggcat
catgaagctt
cttcttttcg
tgacatgaga
tgatgctgcce
agagaatatc
caatgaatgg
gaaatactga
cagggataca
aatttgtgga

acagccatac
ctcacgggcc
ttccttggeg
gaagccaatt
aaaaggggac
cagagattct
ggcaggagtyg
gcttcctcectt
aagcggggag
aa

Vse tri transkripcijske variante so razlicnih dolZin, njihove sekvence pa se popolnoma

ujemajo. Ne ujemajo se s sekvenco z accession number M23698, in sicer na dveh pozicijah
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(Slika 11).

Homo sapiens serum amyloid A1 (SAA1) mRMNA, complete cds
Sequence 10: gb|M23698 1|HUMAMY SA1A Length: 369 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 269 GenBank Graphics

“Score Expect Identities Gaps Strand
Plus/Plus

(671 bits(363) 0.0 367/365(99%) 0/365(0%)

Query 188 ATGAAGCTTICTCACGEGCCTGEITTICTGCICCTITGGICCTGRGIGTCAGCAGCCGARGC
O e N NNy N NNy eEAN
Sbhjct 1 ATGAAGCTICTCACGEGCCTGEITTICTGCTCCT TG CCT GG GT CAGCAGCCGRARGT
Query 248 TICITITCGITCCITGECGAGGCITTITGATGEGECTCGGGACATGTGEAGRGCCTACTCT
FEEEELEEEREEELEEEEEEEEEERPERRLEEREEEREEEEEEERLEEREELEEFEERD
Sbjct 61 ITCTTTTCGTTCCTIGECGAGGCT TTTRATGEEECT CGEGACATGTGEAGAGCCTACTCT
Query 308 GACATGAGAGARGCCAATTACATCGGCTCAGACARATACTTICCATGCTCGEGGGAACTAT
EERFELEEREEEELEETREEEL EEREEERTEEREEE L FEEEEEELEEEEEEEEEED )
Sbjct 121 GRCATGAGAGRAGCCRATTACATCGGCTCAGACARATACTTCCATGCTCGEGGGAACTAT
Query 368 GATIGCTGCCARRAGGFGACCTGEEGETIGCCTGEECTGCAGARGTGATCAGCGATGCCAGR
I e L e e S A N N AR
Sbjct 181 GAIGCTGCCARRAGGEEEACCTGEEGGIGTICIGEECTGCAGARGCGATCAGCGATGCCAGR
Query 428 GRAGRATATCCAGAGATTICTITITGECCATGEIGCGEAGGACTCGCIGECTGATCAGECTGCC
PEELENERELEERR VRNV EERT DR EET R R R E RN R R L
Sbjct 241 GRAGRATATCCAGAGATICTITITGECCATGEIGCGEAGRACTCGCIGECTGATCAGECTGCC
Query 488 AARTGRATGEGGCAGGAGTGECARAGACCCCARTCACTTCCGACCTGCTGRCCTGCCTIGAG
DEELEDERREERRY EEREERRD ERDLEREL LR EER R LD R LR
Sbjct 301 AATGRATGEGGCAGGAGTGECARAGACCCCAATCACTTCCGACCTGCTGRCCTGCCTIGAG

Query 548 ARARTACTGR 5546
FLREELEE]
Sbjct 361 ARATACTGA 369

247
a0

307

3a0

Slika 11: Primerjava humane mRNA SAAL1. V zgornji vrstici se nahaja transkripcijska varianta 1
(NM_000331), v spodnji pa kodirajo¢a sekvenca SAA1 proteina ( M23698). Razlikujeta se v dveh pozicijah.

4.5 Primarna proteinska struktura

Primarna proteinska struktura se nanaSa na linearno zaporedje aminokislin v polipeptidni

verigi. Primarno strukturo omogocajo kovalentne peptidne vezi. Konca polipeptidne verige

se imenujeta karboksilni konec (C-terminalni) in amino konec (N-terminalni) TakSno

poimenovanje temelji na naravi proste skupine na vsaki ekstremiteti. Za pridobitev

primarne proteinske strukture pa je bilo potrebno izbrati ,,Protein“ v spustnem meniju, na

levi strani spletnega brskalnika.
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4.5.1 Trirazli¢ice primarne proteinske strukture in njihova medsebojna
primerjava

Primerjava treh razli¢ic primarne proteinske strukture se nahaja v Tabeli 4.

Tabela 4: Tabela primerjav treh proteinskih struktur

AAA64799 05. april 1995 122 AA Kluve-Beckerman,B.,
1995

AAIO5797 03. november 2005 122 AA Strausberg,R.L., 2005

AAHO07022 02. januar 2004 122 AA Strausberg,R.L., 2004

Z uporabo protein blast-a, se sekvenci AAA64799 in AAIO5797 razlikujeta od sekvence
AAHO07022 za eno aminokislino, in sicer gre za zamenjavo asparagina (AAA64799 in

AAIO05797) z asparaginsko kislino (AAH07022) na poziciji 101 AA.

4.5.2 Primarna proteinska struktura, pridobljena iz sekvenc NG_021330 in M23698

Dolzina proteina je tako 122 aminokislin. Primarna proteinska struktura je bila pridobljena

z uporabo aplikacije na spletni strani http://web.expasy.org/translate/. Primerjava je na sliki
12.

4.5.2.1 NG_021330

MetKLLTGLVFCSLVLGVSSRSFFSFLGEAFDGARDMetWRAYSDMetREAN
YIGSDKYFHARGNYDAAKRGPGGAWAAEVISDARENIQRFFGHGAEDSL
ADQAANEWGRSGKDPNHFRPAGLPEKY

4.5.22 M23698

MetKLLTGLVFCSLVLGVSSRSFFSFLGEAFDGARDMetWRAYSDMetREAN
YIGSDKYFHARGNYDAAKRGPGGVWAAEAISDARENIQRFFGHGAEDSL
ADQAANEWGRSGKDPNHFRPAGLPEKY
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unnamed protein product
Sequence ID: [cl|10821 Length: 122 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 122 Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
248 bits(634) 2e-90 Compositional matrix adjust. 120/122(98%) 120/122(98%) 0/122(0%)

Query 1 MELLTGLVFCSIVLGVSSRESFFSFLGEAFDEARDMNEAYSDMEERANYIGSDEYFHRRGNY &0
MEL.LTGLVFCSIVLGVSSESFFSFLGEAFDGAR DMWEAY SDMRE AN Y TGSDEYFHRARGHY
Sbjet 1 MELLIGLVFCSLVLGVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWEAYSDMEERANYIGSDEYFHARGHNY 60
Query 61 DA ARRGPGEAWAAFVI SDARENTQRFFGHGAEDSLADDA ANEWCGRSGEDPNHFRPAGLFE 120
DARAKRGPGE WAAF ISDARENTQORFFGHGAEDSLADDRANEWGRSGEDFNHFRPAGLEE
Sbjct 61 DAARRGPGEVNAAFRAT SDARFNTQRFFGHGAEDSLADDA ANEWGRSGEDPNHFRPAGLFE 120
Query 121 EKY 122
EY
Sbjct 121 KY 122

Slika 12: Zaradi sprememb v nukleotidnem zaporedju zgornjih sekvenc, nastane sprememba tudi pri primarni
proteinski strukturi, in sicer razli¢ni sta sedemdeseta in petinsedemdeseta aminokislina. Pri prvem proteinu,
pridobljenemu iz NG_021330, se na sedemdesetem mestu nahaja alanin, na petinsedemdesetem mestu pa
valin. Pri proteinu, pridobljenem iz M23698, pa se zgodi obratno. Tako kot alanin kot valin sta obe nepolarni
aminokislini.

4.5.3 Primarna proteinska struktura, pridobljena iz AAA64799

Lastnosti primarne proteinske strukture SAAT:

Spletna stran zaporedja aminokislin: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAA 64799
Accession number(Stevilka dostopa): AAA64799 (Slika 13)

Dolzina: 122 AA (122x3 =366 bp + 3 bp (STOP kodon) = 369 bp)

1 mklltglvfc slvlgvssrs ffsflgeafd gardmwrays dmreanyigs dkyfhargny
61 daakrgpggv waaeaisdar eniqrffghg aedsladgaa newgrsgkdp nhfrpaglpe
121 ky

Slika 13: Primarna proteinska struktura SAA1

4.6 Sekundarna proteinska struktura

Dve glavni vrsti sekundarne strukture sta o-helix (alfa vijacnica) in B-sheets (beta plastna
struktura). Te sekundarne strukture stabilizirajo vodikove vezi, ki se vzpostavijo med
amino skupinami ene peptidne vezi in karboksilnimi skupinami druge peptidne vezi. SAA
proteini igrajo veliko, vendar relativno neznano vlogo pri odzivu akutne faze in so
pomembni sestavni del prirojenega imunskega sistema tako pri ljudeh kot najverjetneje pri
vseh vretencarjih. N-terminalni fragmenti SAA1 in SAA2 so glavne sestavine vlaken, ki

nastanejo med sekundarno ali reaktivno amiloidozo. Poleg sekundarne strukturne, je o
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strukturi SAA malo znanega. Analiza primarne strukture ¢loveskega SAA kaZze na moZno
homologijo z N-terminalno domeno hemocianina' &lenonozcev in kaZe, da je lahko
priblizno 80% molekule sestavljena iz vijaCnega snopa, preostali C-terminalni del pa je
potencialno neurejen. Ta model SAA kaZe, da so predlagana vezavna mesta za laminin,
fibronektin in kalcij loCena na eni ploskvi molekule in da vezavno mesto za
heparin/heparan najdemo na domnevno neurejeni regiji proteina. Protein ocitno opravlja
vec funkcij, vendar pa je malo znanega o specificnih aktivnosti SAA poleg verjetne vloge
pri transportu holesterola, njegove strukture ali odnosa takSne strukture do tipi¢ne
nagnjenosti N-terminalnega fragmenta dolZine 76 aminokislin, da tvori fibrile. Pomen
fragmentacije je lahko povezan z notranjo stabilnostjo vsakega SAA proteina [36].
Uporabili smo 3 razlicne metode za ovrednotenje sekundarne strukture SAA1 in sicer

GORIYV, PSIPRED in PORTER (Slike 14-16).

4.6.1 Metoda GORIV (Garnier J. et al., 1996)

10 20 30 40 50 60
70
| | | | | | |
MKLLTGLVFCSLVLGVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANY IGSDKYFHARGNYDAAKRGPGGV

eeeeecee hhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhhcee hhhh
WAAEAISDARENIQRFFGHGAEDSLADQAANEWGRSGKDPNHFRPAGLPEKY

hhhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhh ee

Sequence length : 122

GOR4
Alpha helix (Hh) : 55 is 45.08%
319 helix (Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix (Ii) 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 11 is 9.02%
Beta turn (Tt) = 0 is 0.00%
Bend region (5s) 0 is 0.00%
Random coil (Ccy = 56 is 45.90%

! Hemocianini so dihalni (respiratorni) pigmenti v obliki metaloproteina iz ve¢ podenot, na katerih

sta vezana dva bakrova iona za reverzibilno vezavo ene kisikove molekule.
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Ambigous states (?) : 0 is 0.00%
Other states : 0 is 0.00%

Slika 14: Napoved sekundarne proteinske strukture z metodo GORIV. Prevladujejo a-heliksi (45,08%) ter
random coil-i (46,9%).

4.6.2 PSIPRED Protein Sequence Analysis Workbench (Buchan D. W. A. et al.,
2013)

cent : lnEIRNNRERERERn=nioneznennnnnnonn RN NNRNE
Fred: {J }————____H }_H

Pred: CHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHHHCCHHHHHHHHH
Af: MELLTGLVFCELVLGWVSSREFE SFLGEAFDGARDMWEAY 5

10 20 ] 40

cent : JlIIInaallinnoenniines-xniiznanARNRNNRNE!
Ered: N (I
I

Pred: HHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCOCCCCCCHHEHHHHHHEEH
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= strand Fredr predicted secondary structure=
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Slika 15: Napoved sekundarne proteinske strukture z metodo PSIPRED. Prevladujejo a-heliksi (50,82%) ter
random coil-i (49,18%).
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4.6.3 PORTER (Pollastri G. et al., 2005)

Subject: Porter response to SAAT1
Query name: SAAI

Query length: 122

Prediction:

MKLLTGLVFCSLVLGVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANYIGSDKYFH
ARGNY
CCHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC
CCHCCCCCH

DAAKRGPGGVWAAEAISDARENIQRFFGHGAEDSLADQAANEWGRSGKDPNHFR
PAGLPE
HHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCC
Ccccccececece

KY
CC

H — helix
C —coil

H =76 (62,3%)
C =46 (37,7%)

Slika 16: Napoved sekundarne proteinske strukture z metodo Porter. Prevladujejo a-heliksi (62,3%) ter
random coil-i (37,7%).

Ceprav se rezultati v vseh treh primerih nekoliko razlikujejo, alfa heliksi ogitno
prevladujejo. Nikjer ni zaslediti strukture B-sheets, medtem ko pa lahko v vseh treh
izraunih najdemo random coil-e. Ti rezultati nakazujejo na terciarno strukturo, zgrajeno iz
Stirth ve¢jih vijacnih snopov.

Alfa vija¢nica (a-heliks) je pogosta sekundarna struktura proteinov in je desno navita ali
spiralne konformacije (helix), v kateri vsaka N-H skupina donira vodikovo vez C = O
skupini. Med vrstami lokalnih struktur proteinov, je a-vijacnica najpogostejSa in najbolj
predvidljiva iz zaporedja, kot tudi najbolj razSirjena. o -vija¢nica je tesno pakirana; v
spirali skoraj ni prostora. Vija¢nice, opaZene pri beljakovinah, lahko obsegajo od Stiri do

vec kot Stirideset aminokislin, vendar tipicen a-heliks vsebuje priblizno deset aminokislin
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(priblizno tri zavoje). Na splosno kratki polipeptidi v raztopini ne kaZejo veliko alfa-
vijaCnic v strukturi, saj entropi¢ni stroski, povezanimi s prepogibanjem polipeptidne
verige, ne kompenzirajo z zadostno koli¢ino stabilizacijskih interakcij. Na splo$no so
vodikove vezi a-vijacnic nekoliko SibkejSe kot tiste, ki so v B-listih, kar omogoca hiter
napad nanje s strani vodnih molekul iz okolice. Vendar pa v hidrofobnih okoljih, kot je na
primer plazemska membrana, ali v prisotnosti pomoznih topil, se oligopeptidi zlahka
zvijejo v stabilno a-vija¢no strukturo. Poleg tega so lahko v peptide vkljuene krizne
povezave, da konformacijsko stabilizirajo spiralne pregibe. Krizne povezave stabilizirajo
spiralno stanje z entropi¢no destabilizaicjo neprepognjenega stanja in z odstranitvijo
entalpicno stabilizarnih pregibov, ki konkurirajo s polnim spiralnim stanjem. Razli¢ne
sekvence aminokislin imajo razlicna nagnjenja k tvorbi a- heliksne strukture. Metionin,
alanin, levcin, nenabit glutamat in lizin, vsi imajo posebej visoko nagnjenje k oblikovanju
heliksne strukture, v nasprotju s prolinom in glicinom, ki nista nagnjeni k oblikovanju v
spirale. Prolin bodisi zlomi ali prepogni vijacnico, oboje zato, ker ne more darovati amidne
vodikove vezi (nima amidnega vodika) in tudi zato, ker stranska veriga te aminokisline
stericno posega v hrbtenico prejSnjega zavoja. Vendar se prolin pogosto pojavlja kot prvi
ostanek vijacnice, in predvideva se, da je to zaradi njegove strukturne togosti. Kot druga
skrajnost, glicin se prav tako nagiba k motenju vijacnice, ker njegova visoko fleksibilna
konformacia je entropi¢no potratna, da bi se lahko zvila v a-vija¢no strukturo. a-vijacnice
so tudi najpogostejsi proteinski strukturni elementi, ki prestopijo skozi bioloSke membrane,
in predvideva se da zato, ker vijacna struktura ne pusca polarnih skupin, da bi bile
izpostavljene membrani, ¢e so stranske verige hidrofobne [2]. Kjer ni alfa-vijaCnic, se
nahajajo random coil-i (nakljucne tuljave). Random coil je konformacija polimera.
Monomerne podenote so usmerjene naklju¢no, medtem ko so Se vedno vezane na sosednje
enote. To ni doloCena oblika, vendar statistiCna porazdelitev za oblike za verig. Za
segmente proteinov in polipeptidov, ki nimajo sekundarne strukture, se pogosto domneva,
da kazejo konformacijo random coil-a, v kateri je edino fiksno stanje zdruZzitev sosednjih
aminokislinskih ostankov s peptidno vezjo. V resnici ni tako enostavno, saj je takSen
skupek energetsko obteZen zaradi interakcije med aminokislinskimi stranskimi verigami z
manjso energetsko konformacijo. Poleg tega, tudi poljubna aminokislinska zaporedja imajo
ponavadi nekaj vodikovih vezi in sekundarne strukture. Iz tega razloga ima izraz
"statisticna tuljava" (angl. statistical coil) prednostno uporabo. Konformacijske entropije,

povezane s stanjem random coil-a, bistveno prispevajo k energicni stabilizaciji verige in
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predstavljajo velik del ovire pri tvorjenju terciarne strukture proteinov [28].

4.7 Terciarna proteinska struktura

Terciarna struktura se nanasa na tridimenzionalno strukturo enojno, dvojno ali trojno
vezane proteinske molekule. Alfa vijacnice in beta plastne strukture se zloZijo v
kompaktno globularne strukture.

Z dostopom do genske banke (podatkovne baze) na bioinformaticnem portalu NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) se z vpisom imena iskanega proteina (v tem primeru

SAAT1) v brskalnik pojavi seznam rezultatov. Ob kliku na prvi rezultat SAA1 z ID:6288, ki

ustreza ¢loveSkemu serumskemu amiloidu Al, se na na desni strani prikaZze meni, kjer se
pod naslovom ,Links to other resources,” oziroma povezave do drugih virov, nahaja
povezava na KEGG stran. Na tej spletni strani najdemo razli¢ne informacije o SAA1, med

drugim tudi terciarno strukturo (Slika 17).

Slika 17: Terciarna proteinska struktura proteina SAA1. Na sliki so vezani Stirje proteini SAAIL, vsak
prikazan z druga¢no barvo.



MarkeZi¢ K. Akutno fazni odgovor in vpliv SA Al... iz vidika strukturnih in funkcijskih lastnosti.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014 49

Izvirni SAA1 obstaja kot heksamer s podenotami, ki prikazujejo edinstveni zavoj Stiri-
vijaCnega snopa, stabiliziranega s pomocjo dolgega C-terminalnega repa (Slika 18).
Mutacijske Studije, ki temeljijo na strukturi, so pokazale prisotnost dveh pozitivnih
nabojev, enega v bliZini sredi$¢a, drugega blizu konice heksamera, ki sta vkljuena v
povezavo proteina SAA s heparinom. Vezava HDL vkljucuje samo vrhovno regijo SAA in
je lahko inhibirana s heparinom. Analize formacije peptidnih amiloidov so opredelile N-
terminalna heliksa 1 in 3 kot amiloidogenska peptida SAAI1. Oba peptida sta lo¢ena v
heksamericni strukturi SAA1, kar kaZe, da je izvirni SAA ne patogeni. Poleg tega se zdi,
da disociacija heksamera SAA ne zadostuje za sproZitev amiloidogenskega prehoda in
proteoliticno cepitev ali odstranitev C-terminalnega repa SAA. Monomer SAAI1 je Stiri-
vijacni snop, z orientiranostjo heliksov navzgor-navzdol-navzgor-navzdol. Je strukturno
razlien od citokinov, vendar podoben N-terminalni domeni apolipoproteina E (apoE), le
poloZaja heliksov 3 in 4 sta zamenjana. Za razliko od drugih spiralnih snopov, heliksni
snop SAA1 ima obliko stozca, z N-koncema vijacnic 1 in 3 in C-koncema vijacnic 2 in 4,
ki drzijo tesno skupaj. C-terminalni rep je dobro razvrs€en in ovije se okoli ene ploskve
snopa, pri ¢emer tvori veckratne solne mostove in vodikove vezi s tremi od Stirih a-
heliksov. ObseZzno konzervirane interakcije med C-terminalnim repom in heliksi proteina
SAAI1 kaZejo na to, da je funkcija repa stabilizacija strukture vijaCnega snopa SAAIL. V
serumu se SAAI obicajno povezuje s HDL. Mesto vezave HDL na SAA in njegovo
sproSCanje med patogenskim nastajanjem AA amiloida ostajajo nejasne. Mutacija ali
krajSanje vijacnice 1 povzroci izgubo vezave HDL, kar kazZe, da je N-konec vkljucen pri
vezavi HDL. Vezava SAA s HDL je prikazana kot odvisna od naboja. Obstajata dve
obmocji pozitivnho nabitih povrSin na SAA, eno se nahaja v bliZini pore osrednjega
heksamera, drugo na vrhu vsakega trimera. Mutacije alanina na dveh nabitih obmo¢jih so

pokazale, da le-ta prispevajo k vezavi heparina [24].
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Slika 18: Monomerna struktura SAA1 prikazuje edinstveni antiparalelni Stiri-heliksni zavoj snopa. Trakovna
predstavitev kristalne strukture ¢loveskega SAAI1.1 z a-heliksi 1 (obarvan z rumeno), 2 (obarvan z modro), 3
(obarvan z modro-zeleno), in 4 (obarvan z zeleno) in C-terminali rep (peS€eno obarvan). Vir: Lu j. et al.,
2014.

V terciarni strukturi SAA1 ni disulfidnih vezi [34].

4.8 Ontologija gena

Ontologija gena skuSa zdruZiti razliCne Ze obstojece opise znacilnosti dolo¢enih genov.
Ontologija gena SAA1 je bila pridobljena z dostopom preko genske banke na spletnem
portalu NCBI, z uporabo podatkovne baze Gene in je bila opravljena preko Uni-Prot GOA,

baze podatkov anotacije ontologije.

4.8.1 Interakcije SAA1 z drugimi proteini

SAAI1 se veze na kolagene (COL4A1, COL4A2, COL4A3 in COL4A4) [3], na receptor
FPRL-1/ALX [37], LAMAI [3] in VIMP [41].

LAMAT1 ali laminin, alpha 1 je protein in domneva se, da se laminin veZe na celice prek
receptorja z veliko afiniteto in posreduje vezavo, migracije in organizacijo celic v tkiva v
Casu razvoja zarodka, preko stika z drugimi komponentami izvenceliCnega matriksa
(GeneCards).

VIMP ali VCP-Interacting Membrane Protein je protein, kljuCen v proces razgradnje
luminalnih  beljakovin nepravilno zgubanega endoplazemskega retikuluma (ER)

(GeneCards).
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SAA uporablja FPRLI1, transmembranski receptor sedmih zavojev, vezan na G-protein,
izraZen na fagocitih kot kemotaktic¢ni receptor, kar podpira predhodne ugotovitve, da je
SAA mocan kemoatrktant in aktivator ¢loveSkih monocitov periferne krvi in nevtrofilcev.

Izrazanje tega receptorja je zelo inducibilno v epitelnih celicah s strani posebnih citokinov.
Cloveski T limfociti periferne krvi so bili inducirani s strani SAA, da se selijo in se drZijo
endotelijskih enoslojnih kultur celic, kar kaZe, da obstaja moZnost, da lahko tudi limfociti
T izrazajo receptor(je) za SAA. Koncentracijske ravni SAA, ki so potrebne za aktivacijo
FPRLI1, dosegajo pribliZzno iste nivoje, ki so potrebni za aktivacijo drugih celic. Pri
normalnih pogojih, se vecina serumskega SAA poveze s HDL, ki deluje kot naravni
inhibitor kemotakti¢ne aktivnosti SAA. Ker pa SAA veze HDL pri ekvimolskih razmerah,
lahko hitro povecanje koncentracije lokalno pridelane SAA vzpostavi gradient prostega
aktivnega SAA s posledi¢nim priklicem levkocitov na vnetna mesta. Zato obstaja moZnost,
da na lokalnih vnetnih mestih lahko poviSane koncentracijske ravni SAA pritegnejo in
aktivirajo levkocite z namenom odstranitve povzrociteljev bolezni. Ta proces lahko
povzroci tudi poSkodbe tkiva. Poleg tega bi lahko signali, ki jih sprozi aktivirani FPRLI
(kot funkcionalni receptor SAA), s¢asoma povzroc€ili neodzivnost levkocitov na dodatne

stimulacije z imobilizacijo celic in omejevanjem stopnje vnetja [37].

Ocitne so interakcije s kolagenskimi proteini, kar mogoce nakazuje na Se ne raziskano
vlogo proteina SAA1 pri celjenju ran in/ali morebitnem razvoju fibroze. Ugotovljeno je
bilo, da popravilo in regeneracija sta klju¢na postopka pri vzdrZevanju tkiva in morebitne
motnje le-teh lahko privedejo do bolezenskih stanj. Malo je znanega o molekularnih
mehanizmih, ki poudarjajo popravilo in obnovo prebavnega trakta. Morske kumare
Holothuria glaberrima predstavljajo odlicen model za seciranje in karakterizacijo
molekularnih dogodkov crevesne regeneracije [29]. Morske kumare imajo neverjetno
sposobnost obnavljanja razli¢nih telesnih organov po autotomiji ali odstranitvi notranjih
organov. VecCkratna poravnava proteina SAA morske kumare z ve¢ zaporedji razli¢nih vrst
vretencarjev, kaze visoko strukturno ohranjenost, zlasti v osrednjem delu proteina, na
polozaju 55 - 77, kjer je 95% aminokislin identi¢nih. Ta osrednji del je lahko odgovoren za
zdaj Se neidentificirano biolosko funkcijo in vsebuje epitope, povezane z adhezijo
ekstracelularnega matriksa. Ti epitopi lahko posredujejo vezavo beljakovin SAA z
razlicnimi komponentami ekstracelularnega matriksa, kot sta laminin in vitronektin. N-

terminalni del proteina je manj evolucijsko ohranjen, ¢eprav je znano, da ta del vsebuje
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pretezno hidrofobne aminokisline. Ta amfipati¢na regija morda igra potrebno vlogo pri
modulaciji transporta holesterola, saj domneva se, da je odgovorna za vezavo SAA na
delce HDL [31]. Zaradi visoke stopnje strukturne ohranjenosti ima morda tudi ¢loveski

SAA1 pomembno vlogo pri obnovi tkiva, Se posebej pri tkivu prebavnega trakta.

4.8.2 Vkljuéenost SAA1 v razli¢ne fizioloSke procese

SAAT1 je vkljuCen v Stevilne procese, katere delimo v tri glavne skupine: sistemski, vnetni
in imunski odziv. Slednje je pridobljeno iz podatkovne baze Gene (NCBI), s pomocjo

GOA (Slika 19).

Sistemski odziv

Imunski odziv

prirojen imunski odziv

kemotaksa limfocitov

kemotaksa makrofagov

negativna regulacija vnetnega odziva
kemotaksa nevtrofilcev

aktivacija trombocitov

odgovor akutne faze

regulacija sekrecije proteinov

pozitivna regulacija celi¢ne adhezije,
sekrecije citokinov, citosolne koncentracije
kalcijevih ionov, sekrecije interlevkina-1

Vnetni odziv

Slika 19: Imunski in vnetni odziv sta zgolj lokalna procesa, saj se odziv ve¢inoma sproZi na mestu poskodbe.
Pod procese, v katere je vpleten SAAL, je v€asih tezko omejiti le na en odziv, saj so ti procesi precej
kompleksni in prepleteni med seboj.

4.8.3 Izvor in lokalizacija SAA1

SAAT1 se lahko sintetizira na razli¢nih lokacijah:
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e Subcelularna lokalizacija SAA1, sinteza poteka izven jeter (ekstrahepati¢na), torej
v razli¢nih tkivih (endocitni lumen vezikla, ekstracelularna regija, zunanjeceli¢ni
vezikularni eksosom). Sinteza se obicajno sprozi kot lokalni odziv.

e [okalizacija v cirkulatornem, krvnem sistemu, sinteza poteka v jetrih. VeZe se na

lipoproteine visoke gostote (HDL). Sinteza se obicajno sprozi kot sistemski odziv.

4.8.3.1 TargetP (Emanuelsson O. et al., 2000)

Z uporabo bioinformati¢nega orodja TargetP smo ugotovili, da je SAAT sekretorni protein

(Slika 20).

### targetp v1.1 prediction results #HFFFFEEEHFREREAHHRREAHARAREAHHRES
Humber of gonery sequences: 1

Cleavage =ite predictions not included.

U=zing HON-PLANT networks.

NHame Len mTP SP other Loc RC
Sequence 122 0.123 0.507 0.030 s 2
catoff 0.000 O0.000 O.0O0O0

Slika 20: Analiza primarne proteinske strukture proteina SAA1 z uporabo orodja TargetP. Pod zaznamkom
,,Loc* je napoved lokalizacije, ki temelji na izraCunih uporabljenega orodja. Pri proteinu SAA1 je vrednost S,
kar pomeni, da je SAAI sekretorni protein, torej ga celice izlo¢ajo in vsebuje signalni peptid.

Sekretorni protein je katerikoli protein, ki se izlo¢a iz celice. Sinteza proteinov poteka v
endoplazemskemu retikulumu (ER). Produkcija sekretornega proteina se zacne kot
produkcija kateregakoli drugega proteina. mRNA se najprej proizvede v jedru in nato
prenese v citosol, kjer interagira s prostim citosolnim ribosomom. N-terminalni del se
proizvaja prvi in vsebuje signalno sekvenco, ki sestoji iz 6 do 12 aminokislin s
hidrofobnimi stranskimi verigami. To zaporedje prepozna dolocena citosolna beljakovina,
ki ustavi translacijo in pripomore k prevozu kompleksa mRNA in ribosoma do receptorja
na membrani endoplazemskega retikuluma. Ko protein prispe na ER, se ignalna sekvenca
odstrani in translacija se nadaljuje. Ko je tvorba proteina koncana, se poveze z ve¢ drugimi
proteini in s tem pridobi svojo kon¢no obliko. Membranski proteini s funkcionalnimi
povrSinami na citosolni strani, tako vezikla kot celicne membrane poskrbijo, da se vezikel
zdruzi z membrano. Membrana vezikla se zlije s celicno membrano in tako protein zapusti

celico [33].
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4.8.3.2 SOSUI (Hirokawa T. et al., 1998)

Analiza z uporabo bioinformati¢nega orodja SOSUI je pokazala, da SAAT1 vsebuje enojni

transmembranski a-heliks (Slika 21), kar pomenti, da je to bitopni membranski protein.

|No. |N terminal | transmembrane region |C rermi.nal| type |1ength

|1 | 1 |MKLLTGLVFCSLVLGVSSRSFFS| 23 [PRIMARY| 23

Slika 21: Analiza primarne proteinske strukture proteina SAA1 z uporabo orodja SOSUI. SOSUI prepozna
to zaporedje kot pripadajofe membranskemu proteinu. Heliks, dolZine triindvajsetih aminokislin, ki obsega
prve tri aminokisline, je transmembranski heliks.

Transmembranski protein je vrsta membranskega proteina, ki precka celicno membrano, na
katero je trajno pritrjen. Transmembranski proteini se raztezajo od ene strani membrane na

drugo stran membrane [39].

Topologijo bitopnega membranskega proteina sestavlja ena transmembranska vijacnica, ki
precka lipidni dvosloj samo enkrat. V nasprotju z vija¢nicami politopnih proteinov, so
transmembranske vijaCnice bitopnih proteinov sprva Steli zgolj kot hidrofobna sidra,
medtem ko novejSe Studije predlagajo vlogo pri proteinski funkciji. Transmembranske
domene bitopnih proteinov so povprecno precej bolj ohranjene kot preostanek proteina,
celo ob upostevanju njihovega manjSega aminokislinskega repertoarja. Izkazalo se je, da
pride do pomembnih interakcij med proteini, ko je vsaj eden izmed njih transmembranski
heliks bitopnega proteina. Vzorec ohranjenosti kaZze na vijatno periodi¢nost in s tem
opozarja na vlogo konzerviranega motiva pri interakcijah med proteini. Iz tega sledi, da so
transmembranske vijaCnice bitopnih membranskih proteinov pomemben sestavni del
beljakovin. Ohranjanje transmembranskih segmentov ni samo posledica manjSega
aminokislinskega repertoarja ali katere koli druge fizi¢ne ovire lipidnega dvosloja.
Nasprotno pa je bolj verjetno, da je to zaradi "nujnosti" interagiranja transmembranskih
vijanic z drugo skupino v ravnini lipidnega dvosloja. Natan¢neje, takSne interakcije bi
potrebovale ohranjenost le ene strani vijacnice, kakor velja za transmembranske vijacnice

[42].
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S RAZPRAVA

Poleg jeter, ki so glavno mesto sinteze SAA, je bilo izrazanje SAA dokazano tudi v mnogih
razli¢nih tkivih in tipih celic zunaj jeter, med drugim v epitelijskih tkivih, monocitih,
makrofagih, limfocitih in endotelijskih celicah. Najvecja indukcija SAA se pojavi ob
kombinirani aktivaciji citokinov interlevkina-1p (IL-1pB) in interlevkina-6 (IL-6), ki vodijo
do sinergisticnega povisanja koncentracije SAA. Poleg sodelovanja v akutni fazi odziva, je
bilo ugotovljeno, da SAA1 deluje kot citokin / kemokin [20], kateri ima sposobnost, da
stimulira ekspresijo encimov, ki razkrajajo matriks, kot so kolagenaze in metaloproteinaze
v matriksu, igra pomembno vlogo pri presnovi HDL holesterola s spodbujanjem celi¢nega
iztoka le-tega [6, 20], saj med akutno faznim odzivom, lahko SAA1 in SAA2 prehodno
predstavljajo kar 80% vseh HDL proteinov in izpodrinejo glavno sestavino beljakovin
HDL, apolipoproteina A-I. To dejstvo, skupaj z ugotovitvijo, da obstaja specificna vezava
holesterola z akutno faznim SAA kaze na to, da lahko SAA za ¢asno spremeni transport
holesterola med celicami in plazmo v Casu akutno faznega odziva [23].

Izrazanje in izloCanje jetrnega proteina SAA1/SAA2 s strani makrofagov, stimuliranih z
lipopolisaharidi, kaze na vlogo SAA tudi pri lokalnem odzivu na poskodbe in vnetja.
Vztrajno visoka koncentracija SAA1 pri kroni¢nih vnetjih kaze, da je SAA1 pomemben

pokazatelj stanja bolezni [20].

5.1 Regulacija akutno faznih sprememb

5.1.1 Indukcija proteinov akutne faze s strani citokinov in drugih zunajceli¢nih
molekul

Citokini so polipeptidi za medcelicno signalizacijo, ki jih aktivirajo celice. Vecina
citokinov ima vec izvorov, vec tarc, in ve¢ funkcij. Citokini, ki se proizvajajo med vnetjem
in sodelujejo pri vnetnih procesih, so glavni stimulatorji za proizvodnjo proteinov akutne
faze. Vkljucujejo mnogo proteinov, med katerimi so interlevkin-6, interlevkin-1§, dejavnik
tumorske nekroze o, interferon-y, transformacijski rastni faktor f in kemokin interlevkin-8
[11]. Proizvajajo jih razli¢ne vrste celic, med drugim tudi adipociti [6], vendar so njihov

najpomembnejsi izvor makrofagi in monociti na vnetnih mestih. Glavni spodbujevalec
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proizvodnje vecine proteinov akutne faze je interlevkin-6, medtem ko ostali vpleteni
citokini vplivajo na razlicne podskupine beljakovin akutne faze. Vendar pa je vloga
interlevkina-6 pri stimulaciji tvorjenja proteinov akutne faze odvisna od narave ali mesta
vnetnega draZljaja; odziv je v veliki meri inhibiran pri miSkah, katerim je bil vbrizgan
terpentin, vendar pa je odziv normalen, Ce je razlog za zaCetni vnetni drazljaj bakterijski
lipopolisaharid. Ta ugotovitev kaze, da lipopolisaharidi povzrocajo nastajanje drugih
citokinov, ki lahko stimulirajo produkcijo proteinov akutne faze. Pri interlevkinu-1p so
odgovori podobni, domnevno zato, ker je po vnosu terpentina interlevkin-1 potreben pri
spodbujanju proizvodnje interlevkina-6. Dokazano je, da se vzorci proizvodnje citokinov
in akutni odziv razlikujejo pri razlicnih vnetij. Citokini delujejo tako kot kaskade, prav
tako pa kot omreZja pri stimulaciji produkcije proteinov akutne faze. Stevilni citokini lahko
uravnavajo proizvodnjo drugih citokinov in citokinskih receptorjev. Na primer, dejavnik
tumorske nekroze o je glavni spodbujevalec proizvodnje interlevkina-1 pri bolnikih z
revmatoidnim artritisom; interlevkin-1 lahko poveca ali zmanjSa ekspresijo svojih
receptorjev; odziv interlevkina-6 na injiciranje terpentina pri miSih zahteva interlevkin-1p;
in interlevkin-6 inhibira ekspresijo dejavnika tumorske nekroze a. Poleg tega pa citokini
povzrocajo kompleksno znotrajceli€no signalno aktivacijo. Celice so najverjetneje zelo
poredko izpostavljene samo enemu citokinu. Namesto tega, razlicne kombinacije
mediatorjev posredujejo biolosko relevantne informacije. Ucinke citokinov na tar¢nih
celicah lahko drugi citokini, hormoni, antagonisti citokinskih receptorjev in cirkulatorni
receptorji zavirajo ali izboljSajo. Ugotovljeno je bilo, da imajo kombinacije citokinov
lahko aditivne, inhibitorne ali sinergijske ucinke. Indukcija C-reaktivnega proteina in
serumskega amiloida A v nekaterih modelih zahteva tako interlevkin-6 kot interlevkin-1 ali
dejavnik tumorske nekroze o. Glukokortikoidi obicajno krepijo stimulativni ucinek
citokinov pri proizvodnji proteinov akutne faze, medtem ko insulin zmanjSa njihov vpliv
na proizvodnjo nekaterih beljakovin akutne faze [11]. Veliko bolezni, predvsem vnetne
narave (kot so RA, vnetne bolezni ¢revesja in sistemski lupus eritematozus), je v sploSnem
mogoce zdraviti z glukokortikoidi [20]. To so skupina steroidnih hormonov, ki se nahaja v
zunanjem delu nadledvi¢ne Zleze. Delujejo na metabolizem ogljikovih hidratov (kot tudi na
metabolizem lipidov in proteinov) in zmanjSujejo vnetne in imunske odzive [14]. Prav tako
se nekatere vrste raka zdravijo z glukokortikoidi. Tudi bolniki s presajenimi organi
prejemajo glukokortikoide za prepreCevanje zavracanja transplantata. Po drugi strani pa

obstaja veliko genov, ki se ne odziva na glukokortikoide. Superdruzina genov SAA je Se
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posebej zanimiva v zvezi z odzivnostjo na glukokortikoide. SAA1 se nanje odziva tako in
vivo Kot in vitro, kar povzroca povecanje transkripcije RNA pri SAA1 proteinu. SAA2 pa,
kljub veliki sekven¢ni podobnosti z SAA1, ne kaze odziva nanje. Nekatere vrste celic (npr.
HepG2, celice hepatocelularnega karcinoma) zahtevajo prisotnost citokinov (IL-1, IL-6,
TNF-a), kateri povzro€ajo vnetja. Le-ti nato inducirajo transkripcijo SAA1 in SAA2, kar
omogoc¢a naknadno ali soCasno glukokortikoidno-odvisno krepitev transkripcije gena
SAAI1, ne pa tudi SAA2 gena [20]. Ekspresija genov beljakovin akutne faze je torej
urejena predvsem na transkripcijski ravni, vendar post-transkripcijski mehanizmi prav tako
sodelujejo. Post-translacijske spremembe nastopijo med razlicnimi stadiji vnetja pri
glikozilaciji plazemskih proteinov (npr. spremembe oligosaharidnega razvejanja).
Citokini, povezani z vnetjem, inducirajo spremembe oligosaharidnega razvejanja,

neodvisno od ucinkov, ki jih imajo na proizvodnjo proteinov akutne faze [11].

5.1.2 Regulacija genov akutno-faznega Seruma amiloida A s strani dejavnika
tumorske nekroze o, interlevkina-6 in glukokortikoidov v ¢loveskih jetrnih in
epitelijskih celi¢nih linijah

Razli¢ni vnetni drazljaji, vklju¢no s citokini in glukokortikoidi, regulirajo enega izmed
glavnih akutno faznih proteinov, seruma amiloida A (kateri se hitro in mo¢no sprozi v
odziv na infekcije ali poSkodbe). Povefane sistemske koncentracije obeh, SAA in
dejavnika tumorske nekroze (TNF)-a, so znalilnost vnetnih bolezni, kot so revmatoidni
artritis in vnetne revesne bolezni. Cloveski SAA je ve¢inoma produkt dveh genov, SAAI
in SAA2 (SAA1/2), ki sta ve¢ kot 90% identi¢na na promotorsko proksimalnih regijah,
kodirajocih zaporedjih in neprevedenih regijah. Oba gena sta regulirana s strani citokinov,
interlevkinom (IL)-1 in IL-6. Do nedavnega je obstajalo prepricanje, da so ¢loveski geni
SAA usklajeno regulirani. ZviSane koncentracije SAA so tudi pomemben laboratorijski
parameter pomemben za diagnostiko vnetnih bolezni, kot sta revmatoidni artritis in vnetno
Crevesna bolezen. Prav tako je dokazano, da obstaja bistvena korelacija med visoko
koncentracijo SAA in visoko koncentracijo TNF- a v serumih med sepso. Trajno sistemsko
povisane vrednosti SAA lahko privedejo do sekundarne amiloidoze, ki je napredujoca
bolezen s smrtnim izidom, pri kateri se AA amiloidna vlakna odlagajo v glavnih organih,
kot so ledvica in v kon¢ni fazi povzrocijo njihovo okvaro. Predlagane so bile Stevilne

funkcije SAA v odgovor na vnetni drazljaj na celicnem nivoju. SAA lahko povzroci
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kemotakso monocitov in nevtrofilcev, ekspresijo matri¢nih metaloproteaz in sproscanje IL-
8, kar kaze na morebitno vlogo SAA pri preoblikovanju tkiva. Sistemsko lahko SAA izriva
ApoAl od koristnega holesterola (HDL), s ¢imer se poveca afiniteta HDL delcev za
makrofage in po moznosti spodbuja popravila tkiva. Nedavno je bilo pokazano, da je SAA
sposoben tvorbe membranskih kanalov, kar skupaj z njegovo ekspresijo povzroci lizo
bakterijskih celic, kar kaze na to, da bi SAA lahko deloval kot antimikrobno sredstvo [38].
Nedavno so porocali, da SAA1/2 sicer ni vplival na rast ali viabilnost uropatogenih E. coli,
vendar je vplival na nastanek njihovega biofilma [10].

Glukokortikoidi se obicajno uporabljajo pri zdravljenju revmatoidnega artritisa, vnetne
¢revesne bolezni in mnogih drugih vnetnih bolezni. Ti izvajajo svoje protivnetne ucinke z
uporabo ve¢ mehanizmov, kateri vkljuCujejo zniZanje izrazanja vnetnih citokinov.
Paradoksalno, glukokortikoidi povecajo izraZzanje vseh SAA beljakovin [38]. Nedavno je
bilo dokazano, da glukokortikoidi povecajo transkripcijsko aktivacijo SAA1, vendar ne
SAA2 s strani citokinov IL-1 in IL-6 v HepG2 hepatomskih celicah in KB epitelijskih
celicah [10]. TNF- a ima prav tako vlogo v patogenezi vnetnih bolezni ter je vpleten tudi
pri regulaciji SAA v jetrnih in epitelijskih celicah. Transkripcija SAAT in SAA2 v HepG2
celicah se zmerno poveca z IL-1, bolj skromno z IL-6 in se sinergi¢no poveca z IL-1B
skupaj z IL-6. V HepG2 celicah, promotor SAA2 se odziva na TNF-o na podoben nacin
kot na IL-1PB, vendar odziv promotorja SAA1 na TNF-a ni bil porocan. Med odzivom
akutne faze, sproscanje citokinov TNF-a, IL-1p in IL-6, so predmet razlicnih ¢asovnih
omejitev. Pri podganjih mikroglialnih celicah, stimuliranih z lipopolisaharidi, se najpre;j
sprosti TNF-a v 1 uri, po treh urah sledi IL-1 in nazadnje, po $estih urah, IL-6. Steje se, da
je veCina v krvi kroZzeCe SAA beljakovine, jetrnega izvora. V poskusni miski je model
akutno-faznega odziva pokazal, da se lahko sinteza mRNA SAA proteina v jetrih
popolnoma prekine z istoCasnim vbrizgavanjem receptorskega antagonista IL-1 in
kazeinskega drazljaja. Vendar pa se lahko zazna nizke ravni inducirane SAA beljakovine v
serumu, kar dokazuje, da med akutno-faznim odzivom obstaja nekaj zunaj-jetrne ekspresije
SAA proteina, ki je neodvisen od IL-1. Te ugotovitve kazejo, da bi preiskava zunaj-jetrne
regulacije  SAA s strani drugih vnetnih modulatorjev, kot so TNF-a, IL-6 in
glukokortikoidov, lahko prispevala k razumevanju indukcije akutno-faznih beljakovin med
vnetjem. Za kroni¢ne vnetne bolezni je znacilna de novo sinteza vnetnih citokinov, kot so
TNF-a in IL-1, ki so ohranjeni na neobi¢ajno visokih ravneh tudi dolgoro¢no. Razli¢ne

Studije, ki uporabljajo citokinske antagoniste in tar¢ne genske inhibitorje (,,disruptors®) so
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pokazale, da imajo ti citokini nekoliko razli¢ne vloge pri revmatoidnem artritisu, kjer je IL-
1 bolj vkljucen pri unic¢evanju sklepov in TNF-a bolj vkljucen pri infiltraciji makrofagov.
TNF-a regulira SAA na podoben nacin kot IL-1p. Indukcija promotorja SAAI s strani IL-
1B v KB celicah je odvisna od transkripcijskega faktorja jedrnega faktorja — kB (NF-«xB).
Ker znotrajceli¢ne signalne poti za IL-1 in TNF-a konvergirata in pripeljeta do aktivacije
NF-«B, je zelo verjetno, da je ta transkripcijski faktor, s strani TNF-a, odgovoren za
indukcijo promotorjev SAA. Medtem, ko se zdi, da imata TNF-a in IL-1B vecji vpliv na
regulacijo promotorjev  SAA pri hepatomskih celicah kot pa pri epitelijskih celicah,
glukokortikoidi nedvomno igrajo vidnejSo in bolj zapleteno diferenciacijsko vlogo pri
regulaciji SAA v epitelijskih celicah. Poleg tega, glukokortikoidi lahko v KB celicah
inducirajo SAAI1, vendar ne SAA2. Zgornje ugotovitve lahko kaZejo na to, da imata
proteina SAA1 in SAA2 razli¢ne funkcije v epitelu, ali pa, da si beljakovini delita skupno
delovanje, vendar razlike v regulaciji zagotavljajo "generi¢no" raven izraZanja, kjer je
vsaka od obeh beljakovin primerna in prilagojena na razlicna vnetna stanja, ki se
razlikujejo v etiologiji. Medtem, ko so dolgoro¢ne zviSane sistemske koncentracije SAA
jasno povezane s povecanim tveganjem za sekundarno amiloidozo, tak$no tveganje ni bilo
dokazano pri trajnostnem lokalnem izrazanju SAA pri relativni odsotnosti sistemske

beljakovine [38]. Shematic¢en prikaz regulacije ekspresije proteina SAA1 je na Sliki 22.
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celice, npr. adipociti)
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Slika 22: Shema okvirnega prikaza poteka regulacije proteinske ekspresije SAA1. Adaptacija iz [40]

5.1.3 Regulacija drugih akutnih sprememb s strani vnetnih citokinov

PoviSana telesna temperatura je predstavnik nevroendokrinih sprememb, ki so znacilne za
akutno reakcijo. Ceprav lahko veg citokinov povzroéi vroéino, je interlevkin-6, proizveden
v mozganskem deblu, potreben pri konénih fazah, ki vodijo do poviSane telesne
temperature. Vendar citokini niso edini spodbujevalci vrocine. Druge nevroendokrine
spremembe odrazajo kompleksne interakcije med citokini, kot na primer os hipotalamus-
hipofiza-nadledvi¢na zZleza, in drugi sestavni deli nevroendokrinskega sistema. Na primer,
citokini, povezani z vnetjem, spodbujajo proizvodnjo kortikotropin-sprosc¢ujocujocega
hormona (CRH), s posledi¢no stimulacijo kortikotropina in proizvodnjo kortizola, pa tudi
neposredno spodbujajo nadledvicne Zleze. Stimulacija proizvodnje arginin-vazopresina z
interlevkinom-6 lahko pojasni hiponatremijo, ki se pojavi pri nekaterih motnjah vnetja.
Citokini povzro€ajo tudi vedenjske spremembe, vklju¢no z anoreksijo, zaspanostjo in
letargijo, ki pogosto spremljajo vnetja. KazZe, da trombocitozo vnetja povzroca interlevkin-

6. Kaheksija, izguba telesne teze, ki se pojavi pri hudih kroni¢nih vnetnih boleznih, je
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posledica zmanjSanja skeletnih miSic, mascobnega tkiva in kostne mase. Interlevkin-1f3,
interlevkin-6, dejavnik tumorske nekroze o in interferon y prispevajo k tem procesom.
Interlevkin-6 povec€uje proizvodnjo metalotioneina (beljakovina, ki veZe kovine), s
posledi¢no povecavo vezanja cinka in hipocinkemijo. Interlevkin-1f in dejavnik tumorske
nekroze o zmanjSata izraZanje receptorjev rastnega hormona na hepatocitih, s posledi¢no
zmanjSano odzivnostjo na rastni hormon in nizkimi plazemskimi koncentracijami inzulinu
podobnega rastnega faktorja 1. Ugotovitve kazejo, da povecCana proizvodnja citokinov,
povezanih z vnetjem, lahko vsaj delno pojasni motnje rasti pri otrocih s kroni¢nimi vnetji

[11].

5.2 Serumski amiloid A aktivno sodeluje pri zaviranjem vstopa virusa
hepatitisa C v sistemu celi¢ne kulture

Virus hepatitisa C (VHC) je eden izmed glavnih vzrokov kroni¢ne bolezni jeter. Bolezni
jeter, povezane z VHC, pogosto napredujejo v cirozo in karcinom jetrnih celic. Cepiva za
preprecevanje okuzbe s HCV ni, in trenutne terapije so ucinkovite le pri delu bolnikov.
Poleg tega danaSnja zdravila pacienti pogosto slabo prenaSajo. Z vplivom na zgodnjo
stopnjo virusnega Zivljenjskega cikla, SAA, v odvisnosti od odmerka, zavira okuzbo z
VHC. Ob vstopu virusa SAA interagira z virusnimi delci in s tem aktivno deluje proti
VHC. Pri dolocenih pogojih HDL modulira protivirusno delovanje SAA, kar kaZe na tesen
odnos med SAA in HDL pri moduliranju okuzbe z VHC. Iz analize SAA v serumu
bolnikov s kroni¢no okuzbo z VHC je razvidna prisotnost razli¢nih nivojev koncentracije
SAA z nenormalno poviSanimi koncentracijami le v nekaterih primerih. To kaze, da lahko
zaviralni u¢inek SAA vpliva na vstop VHC. Pri¢akovati bi bilo, da SAA inhibira ucinek, ki
ga ima HDL ob vhodu VHC. Po drugi strani, je SAA apolipoprotein in ne moremo
izkljuciti, da bi se deleZ SAA vezal na HDL, kar bi zmanjSalo inhibitorni u¢inek SAA na
infektivnost VHC. Poleg tega SAA, ki je povezan s HDL, morda ne zmore omiliti HDL-
posredovane olajSave vstopa VHC. Vendar pa, ko je bil pred okuzbo ob prisotnosti HDL,
VHC predhodno inkubiran z SAA, je protein ohranil svoj protivirusni ucinek, kar kaze, da
SAA aktivno deluje proti VHC, ¢e naleti na delce VHC preden pride v stik s HDL, saj
protivirusno delovanje SAA se lahko zmanjSa ob prisotnosti HDL v cloveSkem serumu.

Ker pa sta protein SAA in VHC proizvedeni v hepatocitih je verjetno, da ima SAA
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moznost, da pride najprej v stik z VHC, kot pa s HDL. Analize SAA v serumih bolnikov s
kroni¢énim VHC kaZejo na prisotnost razli¢nih nivojev koncentracij SAA, z nenormalno
poviSanimi koncentracijami v nekaterih primerih. Vendar pa klini¢na korelacija med nivoji
koncentracij SAA in virusnim bremenom VHC ni bila opaZena. To kaze, da SAA ne igra
pomembne vloge pri nadzoru virusne infekcije pri kroni€no okuZenih pacientih. Vendar pa
ni mogoce izkljuciti vloge SAA med akutno fazo pri infekciji z VHC, verjetno v povezavi

z drugimi dejavniki [22].

Natan¢na vloga SAA pri obrambi gostitelja med vnetnim stanjem je Se vedno slabo
raziskana. SAA lahko igra vlogo pri obrambi gostitelja tako, da je vkljuen v presnovo
mascob. Povezava SAA s HDL nakazuje, da lahko ta protein igra vlogo pri uravnavanju
povratnega transporta holesterola HDL, s spodbujanjem odstranjevanja holesterola iz
obmocij poSkodovanega tkiva. Ker se lahko SAA vezZe na holesterol, je bilo predlagano, da
bi lahko SAA pospeseval dostavo celic holesterola med popravilom tkiva. Opazovanja, da
se SAA veze na VHC in ima protivirusno aktivnost proti temu virusu, zagotavljajo
eksperimentalne dokaze, da ima lahko SAA neposreden ucinek proti patogenom. Ta
ugotovitev je v prid vlogi SAA pri prirojenem imunskem odzivu proti VHC. Vendar pa je
protivirusna aktivnost SAA verjetno omejena na VHC ali na dolo¢eno Stevilo virusov.
Kakrsnokoli protivirusno delovanje pri ve¢ drugih virusih ni bilo odkrito. MozZnost, da bi
lahko interakcija med SAA in VHC bila rezultat adaptativnega razvoja tega virusa, in tako
zmanjSa svojo kuZnost v okolju jeter, ne more biti izklju¢ena. To bi lahko zmanjSalo

patogenost VHC in hkrati ohranilo zdrave pogoje gostitelja za daljsi ¢as [22].

5.3 Serum amiloid A se veZe na protein A zunanje membrane Gram-
negativnih bakterij in deluje kot prirojen imunski opsonin

Raziskano je bilo, da se SAA veze na Sirok spekter Gram-negativnih bakterij, vkljuc¢no z
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri,
Vibrio cholerae in Pseudomonas aeruginosa, vendar ne na Burkholderia cepacia ali Gram-
pozitivne organizme, kot sta Streptococcus pneumoniae in Staphylococcus aureus.
Ugotovljeno je bilo, da vezava poteka hitro in z veliko afiniteto. Ta reaktivnost ni

inhibirana s strani lipoproteina z visoko gostoto (HDL), s katerim je SAA obicajno v
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serumu. Ker se SAA veze na ligand v bakterijskih lizatih, je bilo mogoce bakterije razcepiti
in odkriti najvec¢jega liganda, najdenega pri reakciji na zunanji membrani, kateri opravlja
vlogo proteina zunanje membrane pri E. Coli [11, 34]. Kadar je bil ligand prisoten, je bil
vezan tako pri bakterijskih preparatih, kot tudi v lizatskih preparatih. Masna spektrometrija
je pokazala, da je to protein zunanje membrane A (OmpA). Ta protein najdemo v skoraj

vseh Gram-negativnih bakterijah [16].

SAA1 se mocno veze na razli¢ne gram-negativne bakterije v suspenziji, vklju¢no z E. coli,
S. typhimurium, Shigella flexneri, P. aeruginosa, in K. pneumoniae. Nasprotno pa je vezava
SibkejSa na gram pozitivnih organizmih kot sta S. prneumoniae ali Staphylococcus aureus
kot tudi pri nekaterih Gram-negativnih organizmih, kot B. cepacia. Veze se tudi na druge
Gram-negativne bakterije, kot Serratia marcescens in V. Cholerae. Afiniteta vezave SAA
se spreminja glede na bakterije. E. coli in V. cholerae imata navidezno vecjo afiniteto kot
nekatere druge bakterije, kot na primer P. aeruginosa. Koncentracija SAA, ki je potrebna
za polovico maksimalne vezave, je bila v fizioloSko normalnih nivojih, kar kaZe, da ni
potrebno doseganje ravni akutne faze. SAA krozi v HDL in prisotnost HDL ni bistveno
zmanjSala vezavo SAA na P. aeruginosa. Kot nadaljnji dokaz, da je OmpA res ligand, ki se
veze na SAA, se na razliCico E. Coli, ki tega liganda nima, SAA ne veze. OmpA, na
katerega se najverjetneje veze SAA, je izrazen tudi pri S. Typhimurium, V. cholerae in K.
pneumoniae. Mnoge druge gram-negativne bakterije nimajo proteina OmpA, ampak
homologne proteine. Pri P. aeruginosa je homolog OprF in ugotovljeno je bilo, da se pri
isti vrsti bakterij, ki pa zaradi mutacije nimajo proteina OprF, SAA ne veze. Torej SAA se
ne veze na bakterije brez OmpA, kar kaze, da je ta protein glavno vezavno mesto na teh

bakterijah [16].

Druzina OmpA/OprF je skupina evolucijsko ohranjenih proteinov med gram-negativnimi
bakterijami iz druzZine Enterobacteriaceae; proteine, ki so povezani s to druzino, najdemo v
skoraj vseh Gram-negativnih bakterijah. Vklju€eni so v vzdrZevanje strukturne celovitosti
membrane in verjetno tudi porinske dejavnosti. C-terminalna regija je zelo evolucijsko
ohranjena, kot tudi transmembranska regija N-terminalne domene. Domneva se, da so
zunanje zanke zelo mobilne in se raztezajo preko zunanje membrane in da so zelo
variabilne znotraj druZine Enterobacteriaceae. Ker je bilo ugotovljeno, da obstaja 100.000

kopij proteina OmpA na bakterijo, se lahko prav tako zgodi, da se SAA veZe na C-
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terminalno regijo [16].

Ker je druzina OmpA beljakovin prisotna pri skoraj vseh Gram-negativnih bakterijah,
lahko to predstavlja potencialni molekularni vzorec, povezan s patogenimi organizmi, kjer
ima protein SAA vlogo prepoznavanja tega vzorca. SAA deluje kot opsonin za makrofage
in nevtrofilce. Poleg spodbujanja fagocitoze, opsonizacija s strani SAA tudi okrepi
respiratorni burst nevtrofilcev, makrofagni TNF-a in proizvodnjo IL-10. Studija o izlo¢anju
SAA je pokazala, da SAA v normalnem cloveSskem serumu, v prisotnosti humoralnega
odziva, prispeva k skupni opsonic¢ni dejavnosti le v manjsi meri. To doloca, da je SAA
prirojena imunska beljakovina. SAA, kot odziv na E Coli, povzro¢a znatno povecanje
TNF-a in IL-10. Za primerjavo, kontrolne bakterije (S pneumoniae in B cepacia), na Katere
se SAA ne veZe, niso pokazale povecanega odziva. Sam SAA ne sproZi nobenega odziva
TNF-a, ¢eprav povzroca minimalen odziv IL-10, ki se sprozi pri vi§jih koncentracijah
SAA. Ob dodajanju SAA se poveca sproscanje makrofagnih citokinov, ki presega odziv na
bakterije same. Proizvodnja citokinov, kot odgovor na P aeruginosa, se z dodajanjem SAA
bistveno poveca. Kljub temu, da je TNF-o vnetni citokin, IL-10 pa protivnetni, je pri
aktivaciji makrofagov znacilno poviSanje koncentracije obeh. SAA se ne veZze samo na
Stevilne gram negativne bakterije, ampak, ko pride do tega, lahko povzroci Stevilne odzive

makrofagov in nevtrofilcev, ki so odgovorni za hiter napad patogenih bakterij [34].

Okuzbe secil (UTIs) obicajno povzro€ajo sevi uropatogene Escherichia coli (UPEC) in se
pogosto pojavljajo pri sicer zdravih posameznikih, izmed katerih jih veliko izkusi
ponavljajoce se okuzbe kljub uporabi antibiotikov. Ob vstopu v secila, se sevi uropatogene
Escherichia coli sooCajo z obrambno bariero gostitelja. Kljub neprijaznemu okolju, ki
pogosto vkljuCuje prisotnost antibiotikov, se uropatogena E. coli pogosto ustali znotraj
gostitelja, razmnoZuje in ostane za nekaj dni ali mesecev. Vztrajnost uropatogene E. coli v
mehurju je deloma pripisati sposobnosti teh patogenov za vdor v urotelijske celice, kjer se
lahko bodisi mnozijo, tvorijo biofilme ali pa vzpostavijo latentne rezervoarje, ki lahko na
koncu pripeljejo do epizod ponavljajocih ali recidivnih okuzb secil. Sposobnost vdora v
gostiteljske celice in tvorba biofilmov nekaterih sevov E. coli je kriti¢no odvisna od OmpA

[10].

Pri merjenju z encimskoimunskim testom (ELISA), so se ekspresijski nivoji SAA1/2, kot
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odziv na okuZzbe secil, povisale za vec kot 4,8-krat v jetrih in uroteliju in za ve¢ kot 30-krat
v steni mehurja [10]. V urotelijskih celicah se SAA1/2 nahaja predvsem v citosolu, kjer
mocno sodeluje z lokalizirano internalizirano uropatogeno E. coli. Ravni SAA3 v obtoku
so se poviSale Sele po intraperitonealni inokulaciji uropatogene E. coli. V in vitro
preskusih, fizioloSko ustrezna raven SAA1/2 ni vplivala na rast ali preZivetje uropatogene
E. coli, vendar je lahko blokirala nastanek biofilma uropatogenov. Uropatogena E. coli je
odporna na baktericidne in bakteriostaticne ucinke proteina SAA, Ceprav lahko ta protein
akutne faze ucinkovito zavira nastanek biofilma, ki ga tvorijo te bakterije. To pomeni, da
SAA lahko vplivala na patogenezo okuzb se€il z vezavo na OmpA, saj je OmpA
pomemben pospeSevalec nastanka biofilma, ki ga tvorijo razli¢ni tipi E. coli. Tvorba
biofilma, tako na kot v uroepiteliju, spodbujajo ustanavljanje in obstojnost sevov

uropatogene E. coli v se€ilih [10].

Kot je razvidno z imunoflourescentno mikroskopijo, okuzba z uropatogeno E. coli
povzroCi visoke koncentracije citoplazemske SAA v primerjavi z ekspresijo SAA v
neokuzenih urotelijskih celicah [10]. Primerjave med nivoji koncentracije SAA v steni
mehurja in v uroepiteliju kaZejo, da so infiltrirane imunske efektorske celice in reziden¢ne
gostiteljske celice v tem predelu primarni spodbujevalci pri proizvodnji SAA med
vzpostavljeno okuzbo sec¢il. Tudi koncentracijske ravni izrazenega SAAIl v jetrih in
prehodno v serumu okuZenih miSi so se poviSale v odgovor na uropatogeno E. coli v
seCilih. Pri neposredni inokulaciji uropatogene E. coli v potrebuSnico so se koncentracijske
ravni SAA1 in SAA3 povecale tako v jetrih kot v krvnem obtoku, a samo koncentracija

SAA3 se je povisala v steni mehurja in uroepiteliju [10].

V nasprotju s temi protimikrobnimi ucinki, lahko SAA v nekaterih primerih Skoduje
gostitelju. Na primer, SAA lahko inhibira lokalne vnetne odzive na Actinetobacter
baumannii pneumonia (gram-negativna bakterija in povzrociteljica bolezni, ki je pogosto

odporna na mnoge antibiotike), in tako olajSuje, ne pa zavira preZivetje bakterije [10].
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5.4 Serumski amiloid kot aktivator protimikrobnih funkcij: indukcija
degranulacije, fagocitoze in krepitev obrambe proti Candida
albicans

Ob pojavu mikrobnih infekcij, vnetni citokini aktivirajo hepatocite, kateri izloCajo velike
koli¢ine akutno-faznih proteinov, vkljucno z SAA. SAA inducira kemotakso
polimorfonuklearnih celic (PMN), monocitov in limfocitov T in spodbuja njihovo adhezijo
na endotelijske monosloje. PMN predstavljajo bistveni del obrambnega mehanizma
gostitelja pred mikrobnimi okuZzbami in izraZa specificna vezavna mesta za SAA. Za
povisane koncentracije PMN je znacilna visoka koncentracijska raven SAA. Stimulacija
PMN z rekombinantnim SAA (rSAA) se odraza v hitrem in prehodnem povecanju
koncentracije kalcija v celici in regulaciji ekspresije antigenov na povrsini celic, vkljucenih
v adhezijo in prepoznavanju mikrobov. Stimulacija PMN s strani rSAA poveca izlo¢anje
laktoferina, antimikrobnega proteina, katerega najdemo v posebnih granulah PMN in
izboljSuje njihovo fagocitno aktivnost proti Candida albicans. Aktivacija PMN s strani
rSAA krepi svojo dejavnost proti Candidi v roku tridesetih minutah po stimulaciji. Ti
rezultati kaZzejo, da je SAA vklju€en v regulacijo protimikrobnih aktivnosti PMN. Visoke
koncentracije SAA v obtoku, znacilne za odziv akutne faze, lahko predstavljajo potencialni

obrambni mehanizem gostitelja proti glivicnim okuzbam [4].
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6 ZAKLJUCEK

1. Akutno fazni odgovor je kompleksni odgovor telesa na vdor mikrobov, poskodbe in
sterilno vnetje. VkljuCuje imunske in vnetne reakcije na sistemskem, celicnem in
molekularnem nivoju, ki skupno delujejo zaScitno, odstranjujejo infekte ter
privedejo do celjenja ran.

2. SAAI igra pomembno vlogo v akutni fazi in je glavni protein akutne faze pri
cloveku.

3. SAA1 gen je lociran na kromosomu 11pl5, kjer so locirani Se SAA2, SAA4,
ST13P5, GTF2H1 in HPSS5. SAA2 je vkljuCen v podobne procese kakor SAAI,
SAAA4 je konstitutivno izrazen in vkljucen v »housekeeping« funkcije, ST13P5 pa
je psevdogen, povezan z boleznimi, kot sta mielom in multipli mielom, GTF2H1
kodira protein, povezanim z boleznimi, kot sta Rift Valley Fever in Xeroderma
Pigmentosum, Group C, HPS5 pa kodira protein, ki lahko igra vlogo pri biogenezi
organelov.

4. Struktura SAAI gena je znacilna za druZino SAA izotipov in sestoji iz 4 eksonov in
3 intronov. SAA1 mRNA sekvenca je dolga 369 bp, najdene so 3 transkriptne
razlicice.

5. Humani SAA1 je 122 aminokislin dolg protein, s Stirimi alfa vijaCnicami in brez
beta strands. Terciarna struktura je globularna brez disulfatnih mostov. Glede na to,
da ima SAAI1 proteinske interakcije s kolageni, FPRL-1, VIMP (Selenoprotein S)
in LAMAI, to nakazuje njegovo vpletenost v morebitno regulacijo pri procesih
celjenja ran, vnetja, degradacijskem procesu nepravilno zloZenih luminalnih
proteinov endoplazemskega retikuluma ter pri regulaciji ekstracelularnega

matriksa.
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