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Seznam Kkratic

AMPK  Aktivirana protein kinaza

Bai3 Mozgansko specifiéni inhibitor angiogeneze 3
CEBP  Cloveski gen, ki modelira izrazanje leptina
CFs Plezalno tkivo

CORS26 Kartonectin

CTRP  Protein Clq/TNF

CY P11B2 Kortikosteron metiloksidaza

Clq Komponenta komplementnega sistema 1q
C1QL1  Komplement 1 podoben Clq

DNA Deoksiribonukleinska kislina

cDNA Komplementarna DNA

FAM132 Druzina s podobnostjo zaporedja 132
GLY Glicin

HMW Kompleksi z visoko molekulsko maso

1L Interlevkin

LAMP  Membranski protein povezan z lizosomi
LMW Kompleksi z nizko molekularno maso
LPS Lipopolisaharid

MFRP  Membransko frizni protein

MMW  Kompleksi s srednjo molekulsko maso
PPARy Receptor aktiviran s peroksionskim prolifiratorjem
mRNA  Informacijska ribonukleinska kislina

RNA Ribonukleinska kislina

RXFP1 Peptidni receptor druzine Relaksin

TNF Faktor tumorske nekroze

TPM Enota za dolocitev izrazanja genov (Stevilo transkriptov na miljon)
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1 Uvod

Proteini so makromolekule, ki nastanejo s povezovanjem aminokislinskih ostankov s
peptidno vezjo. Razlikujejo se po tem, katere celice jih izrazajo, po funkciji in struk-
turi. Primarna struktura je zaporedje aminokislin, ki so med seboj povezane s peptidno
vezjo v linearnem zapisu in nastane iz mRNA v procesu prevajanja (translacije) na ribo-
somih. Sekundarna struktura je tridimenzionalna oblika lokalnih segmentov proteina,
ki jo stabilizirajo vodikove vezi med karbonilno in amino skupino peptidne verige, ¢e
to dopuscajo stranske verige aminokislin, ki tvorijo zaporedje proteina. Najpogoste;jsi
elementi sekundarne strukture so a heliks ali vijacnice in 5 ravnin. Terciarna struktura
je razporeditev v 3D prostoru, kjer so povezani oddaljeni deli proteina. Lahko povezuje
ve¢ sekundarnih struktur, stabilizirana je s pomocjo vodikovih, kovalentnih, disulfidnih
in hidrofobnih vezi. Kvartarno strukturo ima protein, Ce je sestavljen iz ve¢ih po-
lipeptidnih verig. Sestavljen je lahko iz dimerov ali multimerov, ki so sestavljeni iz
monomerov. Lahko je homomultimer, to je multimerni protein, ki je sestavljen iz dveh
ali ve¢ istih monomerov ali, heteromultimer, ki je multimerni protein, ki je sestavljen
iz vec¢ih razliénih monomerov.

Proteini, ki se nahajajo v vodnem okolju (celica, izven celice), imajo v notranjo-
sti hidrofobno jedro, na povrsini pa so hidrofilni. Oblika, ki jo zavzame protein in v
kateri je najbolj stabilen, je nativna oblika. Dolocamo pa jo lahko s pomocjo rentgen-
ske difrakcije ali kristalizacije. Protein ni toga struktura, ampak lahko prehaja med
razlicnimi konformacijami, glede na pH, temperaturo in vezane ligande. Med opravlja-
njem svojih funkcij se proteini spreminjajo v razlicne konformacije tako, da nase vezejo
kaksen substrat (primer encim substrat). Kompleksnejsi proteini so sestavljeni iz vec
proteinskih domen — to je del proteina, ki se zvije v razlicne strukturne enote in ima
sprecificno funkcijo.

Genska druzina je set podobnih genov, ki se oblikujejo s pomocjo duplikacije enega
glavnega gena, obi¢ajno imajo podobne funckije. Gene kategoriziramo v druzine glede
na podobnosti, ki obi¢ajno izhajajo iz evolucijskega razvoja. Vsebujejo lahko tudi
psevdogene — to so geni, ki se ne izrazajo zaradi sprememb v promotorjih in stop
kodonih. Genske druzine imajo skupnega prednika in nastanejo z duplikacijami in
nadaljnjimi mutacijami, zaradi katerih se povecujejo razlike med homolognimi geni.

Multigenske druzine obic¢ajno zajemajo gene z isto funckijo in bolj divergentno sekvenco
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zaporedja. Super druzine pa so vecje in vsebujejo do sto genov. [1] Druzina proteinov je
skupina proteinov, ki imajo skupnega prednika. Ponavadi se druzina proteinov razvije
iz skupnega prednika in imajo podobne lastnosti, funkcije, tridimenzionalno strukturo
in podobno zaporedje. [2]

Proteinska izoforma je eden od ¢lanov vecje skupine podobnih proteinov, ki izvirajo
iz enega gena ali genske druzine in najpogosteje nastanejo z alternativnim izrezovanjem
(alternative splicing) in s pomocjo spremenljivega promotorja, do tega lahko pride
tudi s pomocjo spreminjanja genov — mutacij in polimorfizma. Mnoge izoforme lahko
opravljajo iste bioloske vloge, nekatere pa imajo unikatne vloge. Na osnovi 20.000
genov v c¢loveskem genomu lahko zaradi alternativnega izrezovanja nastane vec¢ kot
100.000 proteinov, pri ¢emer vsak gen lahko kodira razlicne izoforme, ki so rezultat
alternativnega izrezovanju RNA. Znano je, da je pri 98 % genov pri cloveku prisotno
alternativno izrezovanje [3] [4].

Filogenetska drevesa temeljijo na poravnavi homolognih zaporedij iste vrste ali
razlicnih vrst organizmov. 7 njimi lahko odkrijemo evolucijske vezi in funkcijo spe-
cificnih ¢lanov druzine [5]. Poznavanje zaporedja aminokislin omogoc¢a raziskovalcem
uporabo metod za identifikacijo podobnosti med proteinskimi zaporedji, kar je v pri-
merjavi s podatkom o podobnosti ali razlicnosti DNA zaporedij bolj informativno. V
DNA se lahko vrinejo zaporedeja, ki jih v konénem proteinu ni (npr. introni). Pozicija
eksonov v kodirnem zaporedju pa se uporabi za ugotavljanje skupnega prednika [6].
Poznamo koreninjena in nekoreninjena drevesa. Kladogram prikazuje sorodstvene od-
nose filogram pa prikazuje sorodstvene odnose in evolucijsko razdaljo. Pri filogenetskih
drevesih so pomembni izrazi: ortologi, paralogi, homologija in analogija. Ortologi so
geni, ki so loceni s speciacijo in imajo enako funkcijo. Paralogni geni so loceni z du-
plikacijo in imajo razlicne funcije. Analogija je podobnost ali ujemanje v nekaterih
lastnostih, ki je razlicnega izvora. Homologija je podobnost v znakih, ki imajo skupni
evolucijski izvor. Poznamo vec razlicnih homolognih znakov: apomorfija — stanje znaka
podedovano od skupnega prednika, sinamorfija — skupni izpeljani znak, pleziomorfija —
prednisko stanje znaka [7].

Clq/TNF podobni proteini so druzina proteinov, ki pri ¢loveku vsebuje 18 protei-
nov. Druzina proteinov CTRP ima raznolike vloge v razlicnih tkivih: v imunskem, en-
dokrinem, skeletnem, nevronskem, reproduktivnem, cutilnem in zilnem sistemu. Imajo
tudi pomembno regulacijsko vlogo pri metabolizmu in odpornosti, vpleteni so v razvoj
rakavih obolenj, vendar to¢nih bioloskih funkcij razli¢nih proteinov CTRP Se ne znamo
razloziti [8]. Znano je, da je RXFP1 (angl. relaxin family peptide receptor) receptor
CTRPS [9] in da sta LAMP1 in LAMP2 (angl. lysosomal-associated membrane protein)
receptorja za CTRP3 [10], medtem ko za ostale CTRP proteine receptorji Se niso znani.
Vpletenost v metabolizem so dokazali za CTRP1, 3, 5, 9, 12, 13, 15 in adiponektin,
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medtem ko so v kardiovaskularno patologijo vpleteni CTRP3, 9 in adiponektin [11].

Vsi proteini CTRP, z izjemo CTRP4, so sestavljeni iz Stirih razlicnih strukturnih do-
men: signalni peptid, variabilne regije, kolagenske domene in globularne Clq domene.
Kratki N-termnialni signalni peptid posreduje pri izlocanju proteinov iz celice, zato
so CTRP zunajcelicni proteini. Kratka variabilna regija vsebuje enega ali ve¢ ohra-
njenih cisteinskih ostankov. Cisteinski ostanki so med seboj povezani z disulfidnimi
vezmi, ki stabilizirajo visje rede sestavejenih CTRP multimerov. CTRP variabilni regiji
sledi kolagenu podobna domena, ki je sestavljena iz spremenljivega Stevila ponovitev
GLY-X-Y, pri cemer X predstavlja katerokoli aminokislino, Y pa je pogosto prolin ali
hidroksiprolin in tvori levo konformacijo zvite tuljave. Tri polipeptidne verige, ki jih
imenujemo tudi protomeri, se med seboj povezejo in tvorijo kolagenu podobno trojno
spiralno steblo (angl. triple helical stalk), ki stabilizira formacijo homo in heterotrimere
CTRP. Vecina proteinov druzine CTRP obstaja kot homotrimeri, nekateri (CTRPS,
CTRPYB) pa tudi kot heksaheteromeri [8]. CTRP4 (glej sliko 14) je po sestavi malo
drugacen, saj ima namesto celotne kolagenske domene dve Clq globularni domeni, ki
ju med seboj povezuje 18 aminokislinskih vezi. [12,13]

Clq domena je skupna proteinom CTRP, komponenti komplementa Clq, nefibri-
larnima kolagenoma VIII in X ter cerebromielinu in caprinu-2. Cloveski genom vsebuje
vec kot 30 proteinov z globularno domeno Clq. C terminalna globularna domena Clq
proteina, ki je prototip proteinov s Clq domeno, je sestavljena v glavnem iz beta ravnin
in je po zaporedju priblizno 25 % identi¢na ne-kolagenskim C terminalnim domenam
kolagena VIII in X. Clq globularna domena je pri proteinih druzine CTRP odgovorna

za povezovanje v trimere [15].

Adiponektin je eden od najbolj znanih predstavnikov druzine CTRP. Prvic je bil opisan
leta 1995, o njem je v bazi PubMed ve¢ kot 20.000 clankov. V krvi se nahaja v
najvecjih koncentracijah od vseh adipokinov in negativno korelira z debelostjo. Ima
tri znane receptorje, to so AdipoR1, AdipoR2 in cadherinu podoben receptor. Sodi
med adipokine, kar pomeni, da ga v glavnem izlocajo adipociti — to so mascobne celice.
Adipokini modulirajo obc¢utljivost na inzulin, metabolizem, homeostazo energije in
imajo pomembno vlogo pri rasti in razvoju zarodka [16].

Adiponektin je po sestavi homomultimer. Trimeri (Imw — multimeri s nizko mole-
kulsko maso) se sestavljajo z nekovalentnimi interakcijami kolagenu podobnih domen v
trojnem heliksu in hidrofobnih interakcij v notranji globularni Clq domeni. Trimeri se
lahko povezejo v disufidno povezane heksamere (mmw — multimer s srednjo molekulsko
maso) ali v ve¢je komplekse (hmw — multimer z visoko molekulsko maso). Zaporedje
HMW kompleksov je lahko odvisno tudi od hidroksilacije lizna in glikolizacije. Preko
domene Clq lahko reagira s CTRP9A. Kristalna struktura adiponektinske globularne
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domene je podobna tridimenzionalni strukturi TNFa [17].

Namen naloge je s pomocjo bioinformatskih podatkovnih zbirk pridobiti informacije
o primarni in sekundarni strukturi proteinov CTRP pri ¢loveku in misi. S pomocjo
filogenetskega drevesa in primerjave sekundarne strukture zelim ugotoviti sorodstveno
povezavo in ugotoviti, kateri proteini CTRP so najbolj podobni adiponektinu. Poleg
tega nameravam narediti primerjavo ¢loveskih proteinov CTRP z misjimi ter primerjavo

sekundarnih struktur.
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2 Pregled proteinov CTRP

CTRP1 je protein, ki se nahaja na 17. kromosomu. Ekspresijo proteina CTRP1
regulira transkripcijski faktor PPAR~y, povisa pa se ob stimulaciji LPS, TNF« in IL-
18. Adosteron regulira CTRP1 preko izrazanja CYP11B2. Porocali so, da ima CTRP1
podobne biokemicne ucinke kot adiponektin na hiperglikemijo, inzulinsko rezistenco in
debelost. Miske brez CTRP1 imajo manj ateroskleroze in zilnega vnetja. Visoki nivoji
CTRP1 so prisotni pri metabolnem sindromu, hipertenziji in srénem popuséanju [18].
To pomeni, da bi bil lahko CTRP1 klju¢en za molekularno povezavo med debelostjo
in hipertenzijo ter drugimi boleznimi [19]. CTRP1 podobno kot adiponektin, izboljsa
obcutljivost na inzulin ter s tem koncentracijo glukoze v krvi in metabolizem lipidov,
zmanjsa nastajanje zilnih plakov in zmanjsuje agregacijo trombocitov. Poveca izlo¢anje
aldosterona in s tem uravnava krvni pritisk. Poveca proliferacijo in zorenje hondrocitov,
hkrati pa ga povezujejo z napredovanjem ateroskleroze (stimulacijo gladkih misic zilne
stene) in napredovanjem gliobastom [20]. Visje serumske nivoje so nasli pri metabolnem
sindromu, tipu 2 diabetesa, hipertenziji in bolezni koronarne arterije.

CTRP2 tvori heteromerne komplekse z CTRP7 in adiponektinom. Ima podobne
funkcije kot adiponektin, vendar se njegove serumske koncentracije za razliko od adipo-
nektinskih ob debelosti zvisajo. Izlo¢a ga mascobno tkivo, vendar ne adipociti ampak
stromalna vaskularna frakcija. Od vseh clanov druzine CTRP, CTRP2 deli z adi-
ponektinom najvecjo podobnost v C1 globularni domeni (43 %) in kot adiponektin
aktivira AMPK (angl. activated protein kinase ali 5’AMP) in s tem povzroci podobne
metabolne ucinke kot adiponektin. V starih misih ga ve¢ nastaja tudi v skeletnih
misicah [21]. Povisane vrednosti so nasli tudi pri bolnikih s koronarno arterijsko bole-
znijo.

CTRP3 je poznan tudi kot CORS26, cartducin ali cartonectin. Odkrit je bil leta
2001 v maticnih celicah, ki so jih diferencirali v hondrocite, zaradi podobnosti s kola-
genom ima ime Collagenous ponavljajoc¢a sekvenca 26 kDa protein (CORS26). Zaradi
povezave s hrustancem (cartilage) pa je dobil ime cartducin in cartonectin. CTRP3 za-
radi vloge pri obnovi hrustanca lahko zasc¢itno deluje pri artritisu, prav tako zmanjsuje
vnetje in poskodbo po sréni kapi. Ker je hidrofilen in izlocen iz celice je njegovo glavno
delovanje izven celice. Nivoji v serumu moskih so visji kot v serumu zensk, prav tako

se (neobicajno za adipokine) povisa s staranjem. [10] Pred kratkim so predlagali, da
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sta receptorja zanj Lysosomal-associated membrane protein 1 in 2 (LAMP1, LAMP?2),
prav tako zmanjsuje interakcijo LPS-TLR4 na do sedaj Se neznan nacin. Transkripcij-
ski faktor PPAR~y zmanjsuje njegovo ekspresijo. Povezujejo ga z razvojem nekaterih
vrst raka (osteosarcoma), nealkoholno zamascenostjo jeter, diabetesom tipa 2 in meta-
bolnim sindromom [10].

CTRP4 In vitro (na celiénih kulturah) deluje kot vnetni (aktivira NFkB in STAT3
in s tem poveca izlocanje IL6 in TNFa), medtem ko in vivo Studije na zivalskih modelih,
ki transgeno izrazajo CTRP4, dokazujejo protivnetno in protirakasto delovanje [22,23].
Prav tako kot vecina ostalih CTRP proteinov ima vlogo v metabolizmu — transgene
CTRP4 misi so odporne na debelost in insulinsko rezistenco. V glavnem ga izrazajo
mascobne celice, mozganske celice in mati¢ne celice kostnega mozga. Za razliko od
ostalih CTRP proteinov ima CTRP4 dve globularni domeni, ki sta 51 % identicni (gle;
sliko 14) [23]. Tudi pri misih in ribah CTRP4 izrazajo nevroni, njegovo izrazanje pa
se poveCa po stradanju: povzroCi manjsi vnos hrane, kar kaze, da CTRP4 uravnava
energetsko ravnovesje organizma [24] CTRP4 regulira tudi metabolizem osteoblastov in
pospesuje njihovo diferenciacijo, zato je potencialna nova tarca za kostne bolezni [25].

CTRP5 se nahaja na 11. kromosomu in se najbolj izraza v adipoznem tkivu.
CTRP?5 je bioloski oznacevalec za debelost in kroniéno bolezen pljuc in je bicistronski,
kar pomeni da se dva proteina prepiSeta iz istega gena, vendar nimata iste funkcije —
vkljucuje se sekvenco proteina membranskega friznega receptorja (MFRP), ki je izrezan
iz notranjega promotorja. Ima pomembno vlogo pri regulaciji metabolne energije,
signalizacije inzulina, vnetne poti, migracije in proliferacije v gladkih misicnih celicah
zil, ki so vkljucene v patomehanizem diabetesa tipa 2 in kardiovaskularne bolezni [26].
Encim AMPK lahko aktivira CTRP5, da regulira celi¢no presnovo masc¢obnih kislin in
stabilizacijo energije. Nizje ravni CTRP5 so povezane s trajno aktivacijo AMPK, kar
vodi v njegovo neobcutljivost v celitnem energetskem stanju [27].

CTRP6 se nahaja na 22. kromosomu. Igra pomembno vlogo pri ohranjevanju
nosecnosti ter pri patogenih boleznih, kot je artritis. Reguliral naj bi tudi metaboli-
zem glukoze in vnetja v telesu. Regulira aktivacijo komplementa in njegova odsotnost
pri misi prispeva k razvoju artritisa [28]. Asociacijske studije kazejo, da mutacije na
CTRP6 povecajo verjetnost razvoja diabetesa tipa 1. Misi z insulinsko resistenco imajo
vi§je nivoje CTRP6, prav tako so nivoji visji ob debelosti pri ¢loveku in misih. Pri tem
je glavni vir mascobno tkivo, vendar ne adipociti, ampak stromalna vaskularna frakcija
(makrofagi). In wvitro $tudije so pokazale, da CTRP6 uravnava adipogenezo, oksida-
cijo mascobnih kislin, poveca izrazanje protivnetenega IL10 v makrofagih in inhibira
fibrogenezo v koznih fibroblastih [29].

CTRP7 se nahaja na 4. kromosomu. Ve¢ studij na zivalih je potrdilo, da je

CTRPT vpleten v regulacijo metabolizma. Na njegovo izrazanje v razlicnih misjih
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tkivih vpliva hranjenje/stradanje. Misi z nedelujoé¢im genom za CTRP7 so pri dieti
z malo mas¢obami normalne, debele misi brez gena za CTRP7 pa so imele izboljsan
glukozni metabolizem, manj vneto mascobno tkivo, manj jetrne fibroze. To povezuje
povisane nivoje CTRP7 z okvarjenim metabolizmom glukoze ob debelosti [30]. Povisan
CTRPT so izmerili tudi v serumu debelih ljudi, pred kratkim je bila objavljena tudi
studija, da je CTRPT7 povisan pri osebah z metabolnim sindromom [31].

CTRPS se nahaja na 16. kromosomu, je homotrimer ali heterotrimer. Kadar je
soizrazen v celicah, lahko oblikuje heterotrimere s CTRP1, CTRP9 in CTRP10. Pri
¢loveku je omejen na izrazanje v pljuc¢ih in modih, je ligand relaksinskega receptorja
(RXFP1) v glioblastomskih celicah in ima pomembno vlogo pri mozganskem raku [32].
Relaksinu podoben sistem ligand receptor (RXFP1) ima pomembno vlogo pri rasti
tumorjev in njihovi invaziji, posebej pri mozganskih tumorjih. Zanimivo pri tem je,
da del CTRP6 uspesno zaustavi migracijo gliomskih celic, kar nakazuje do sedaj slabo
raziskano vlogo CTRP proteinov pri raku [9)].

CTRP9 je najbolj podoben adiponektinu po aminokislinskem zaporedju v globu-
larni domeni Clq. Njegovi nivoji so visji pri zenskah kot pri moskih in so visji v
mladosti. Povisano izrazanje CTRP9 pri debelosti uspesno zniza nivoje glukoze v krvi,
izboljsa metabolizem glukoze in inzulinsko senzitivnost [33]. CTRP9 ima tudi pozitivne
kardiovaskularne uc¢inke, saj povzroci relaksacijo ozilja, zmanjsa remodelacijo srca po
ishemicni poskodbi in varuje pred koronarno arterijsko boleznijo [34]. Zadnje case se
nakazuje tudi, da ué¢inki CTRP9 v mozganih te zascitijo pred staranjem [35]. Zenske
izrazajo vecje koli¢ine transkripta kot moski. Poznamo dve razlicici CTRPY, to sta
CTRPYA in CTRP9B, ki imata zelo podobno aminokislinsko zaporedje. Oba imata
enako zaporedje v regiji signalnega peptida, v kolagenski regiji se razlikujeta v eni ami-
nokislini in v Clq domeni v 5 aminokislinah, CTRP9A ima mesta glikolizacije, ki jih
CTRPYB nima [8].

CTRP10 se izraza v mozganih, oc¢eh in placenti. VeCinoma ga proizvajajo celice
stormalne vaskularne frakcije. Z zdravljenjem s pomocjo rozaglitazona se zvisuje raven
CTRP10 v mascobah. Tvori homotrimere in visje oligomere preko disulfidnih vezi [36].
O njem je malo raziskanega, naj bi vplival na eksicatorne sinapse v mozganih. Izraza se
v hipokampusu in se veze na postinapti¢ne glutamatne receptorje kainatnega tipa [37].

CTRP11: njegovo izrazanje se poveca po hranjenju, ki sledi stradanju. V glavnem
ga proizvaja stromalna vaskularna frakcija mascobnega tkiva in tako vpliva na adipo-
cite. CTRP11 zavira diferenciacijo adipocitov, saj zavira izrazanje glavnih transkrip-
cijskih faktorjev PPAR~y in CEBP, ki sta odgovorna za to [38]. Prav tako CTRP11 sti-
mulira rast zil (angiogenezo) [39]. Zanekrat meritve njegovih nivojev v krvi pri ¢loveku
Se niso objavljene. Pri soizrazanju tvori heteromerne komplekse na C-terminalni glo-
bularni domeni s CTRP10, CTRP13 in CTRP14. Njegova vloga je regulacija adipoge-
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neze [38].

CTRP12 je imenovan tudi adipolin ali FAM132a. Ceprav ima le majhno podobnost
z ostalo druzino CTRP, podobno kot adiponketin, CTRP12 deluje anti-diabeti¢no.
Poveca uc¢inke inzulina v jetrih in masc¢obnem tkivu ter tako znizuje glukozo v serumu,
ucinka pa niso zaznali v skeletnih misicah. Za razliko od vec¢ine CTRP-jev so endogeni
CTRP12 zaznali v dveh izoformah — kot celotno in kratko globularno obliko. Cepitev
izvede encim furin, obe obliki pa imata razlicno signaliziranje v celici. Sekveniranje
cDNA genoma je pokazalo, da so isto sekvenco poimenovali tudi FAM132a (protein, ki
zaenkrat nima opisane vloge) [40]. Povisane nivoje v serumu porocajo pri pre-diabetesu
in debelosti [41], znizane nivoje so nasli pri bolnikih s koronarno arterijsko boleznijo (v
povezavi z inflamatornimi citokini), diabetesu tipa 2 [42] in dokazali so tudi mehanizem,
s katerim se izboljsa ateroskleroza.

CTRP13 regulira metabolno funkcijo, saj aktivira AMPK v perifernih tkivih in
tako poveca prevzem glukoze v celice. V mozganih CTRP13 zavira apetit in znizuje
telesno tezo misi. Prav tako ugodno vpliva na endotelijsko funkcijo, zmanjsuje razvoj
penastih celic iz makrofagov, vpliva na kalcifikacijo zil in tako zavira razvoj atero-
skleroze [43]. Nivoji CTRP13 v serumu so nizji pri diabetesu tipa 2 in sindromu
policisticnih jajénikov [44]. Razlika med misjim in ¢loveskim CTRP13 je v eni sami
aminokislini. V mRNA se izraza v adipoznem tkivu. Tvori tudi multimere s CTRP10,
¢e se z njim soizraza in vitro. CTRP13 se sintetizira v masc¢obnih tkivih in ima dober
vpliv na misice, jetra in adipozno tkivo [36].

CTRP14 imenujemo tudi C1QL1. Njegov mRNA se selektivno in visoko izraza v
spodnjih olj¢nih (inferior olivary (IO)) nevronih v casu odrascanja in skozi odraslost.
C1QL1 ima klju¢no vlogo pri krepitvi in vzdrzevanju plezalnih vlaken in njihove po-
vezave s Purkinijevimi nevroni, ki izrazajo protein Bai3 (brain specific angiogenesis
inhibitor 3), na katerega se veze C1QL1. Signalizacija C1QL1-Bai3 je bistvena za
CFs posredovanje pri normalnem motori¢nem u¢enju, ne pa tudi pri osnovni motori¢ni
koordinaciji [45].

CTRP15, za razliko od ostalih CTRP, je v glavnem izrazen v skeletnih miSicah, zato
sodi med miokine in njegovo drugo ime je mionektin [46]. Misice ga za¢nejo izlocati
po hranjenju. CTRP15 pri misih zniza proste mascobne kisline v serumu, ker poveca
njihov privzem v hepatocite in adipocite. Po krvavitvi ga izlo¢ajo eritroblasti in v jetrih
ekspresijo hepcidina, kar povzroci absorbcijo zZeleza in mobilizacijo njegovih zalog. Od

tod tudi tretje ime eritroferon [47].
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3 Metode dela

Podatke o proteinih sem pridobila iz podatkovne zbirke Protein, ki jo upravlja NCBI
(The National Center for Biotechnology Information) omogoca dostop do bioinfor-
maticnih orodij. Iskala sem tako, da sem vnesla ime proteina in vrsto Homo sapiens.
Uporabila sem tudi podatkovni zbirki Gene in Homologene. Podatkovno zbirko Gene
sem uporabila da sem pridobila podatke o lokaciji kromosoma, Stevilu eksonov in mestu
izrazanja pri druzini proteinov CTRP. Podatkovno zbirko Homologene sem uporabila
za primerjavo druzine proteinov CTRP med ljudmi in miSmi.

Uniprot (angl. The Universal Protein Resource) je zanesljiv vir za podatke o zapo-
redju proteinov in njihovih lastnostih. Podatkovna zbirka UniProt je sestavljena iz Uni-
Prot Knowledgebase (UniProtKB), UniProt Reference Clusters (UniRef) in UniProt
Archive (UniParc). Pri vzdrzevanju UniProtov podatkovne zbirke sodelujejo EMBL-
EBI, SIB in Pir, ki se zavzemajo za ohranjanje podatkov.

EMBL-EBI (angl. European Molecular biology laboratory — European bioinfor-
matic institute) je spletna podatkovna baza podatkov za vretencarje in bliznje nevre-
tencarje. SOPMA je izboljsana verzija SOPM metode, ki temelji na homologni metodi
Levin et al. SOPMA opredeljuje podatke zaporedij, ki so iz iste druzine. Ce pa ni
homolognih sekvenc, pa se predvidevanje strukture naredi s pomoc¢jo SOPM metode.

GENEcards je uporabnikom prijazna spletna stran, po kateri lahko is¢es podatke
o vseh znanih ¢loveskih genomih. Podatkovna baza avtomatsko isce podatke o ge-
nih s 150 razliénih spletnih strani, vkljuéno s transkripti, proteomi, geni, klini¢nimi
informacijami o funkcijah.

STRING je podatkovna baza znanih in predvidenih interakcij med proteini. Inte-
rakcije vsebujejo direktno ali fizicno, indirektno ali funkcijsko asociacijo, ki izvira iz
racunalniskega predvidevanja, iz prenosa znanja med organizmi in iz interakcij prido-
bljenih z drugih spletnih strani.

GTExPortal je projekt, s katerim bi radi znanstvenikom zagotovili podatke za raz-
iskovanje izrazanja in regulacijo ¢loveskih genov ter njihov odnos do genetskih variacij.

Filogenetsko drevo sem naredila s pomoc¢jo programa MEGA. To je racunalniski
program, s katerim je mogoce izvesti statisti¢e analize molekulske evolucije in izrisati
filogenetska drevesa z uporabo razliénih metod [48].

Na slikah 10 in 11 so podatki, pridobljeni iz spletne databaze NCBI, in sicer o
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vsakem proteinu CTRP, glede na njihovo dostopno stevilko, ki je razvidna iz tabele 1.
Podatke sem za vsak CTRP posebej zdruzila v tabular in ga razdelila na ve¢ delov glede
na posamezne dele proteina, ki so bili omenjeni, in prikazala na katerih aminokislinah

so se nahajali.
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4 Rezultati in diskusija

Pri ¢loveku so opisali 18 proteinov, ki pripadajo druzini proteinov CTRP, kar je
okrajsava za C1q/TNF podobnim proteinov. Ti proteini so novo odkriti paralogi adipo-
nektina s podobnimi domenami: kolagenska domena, Clq globularna domena, kratke
variabilne regije, signalnega peptida, nekateri pa imajo tudi znana mesta glikolizacije.
Kljub podobni sestavi imajo razliéne uc¢inke na celicno presnovo in razli¢ne regulacijske

vzorce.

4.1 Genomska in funkcijska analiza

Tabela 1 prikazuje vse proteine druzine CTRP, njihovo lokacijo na kromosomu, akce-
sijsko stevilko, stevilo eksonov in tkivo, v katerem se izrazajo pri ¢loveku. Prisotni so v
mascobi, posteljici, modih, plju¢ih, poziralniku, se¢nem mehurju, mozganih, kostnem
mozgu, zoléniku, endometriozi, srcu, kozi, ledvicah in Sc¢itnici. Iz preglednice lahko
opazimo, da sta po dva gena na kromosomih 2, 5, 11, 13, 17. Na CTRP6 je samo
po en gen na kromosomu 22, CTRP7 na 4. kromosomu, CTRPS8 na 16. kromosomu,
CTRP11 na 12. kromosomu, CTRP12 na 1. kromosomu, CTRP13 na 10. kromo-
somu in adiponektin na 3. kromosomu. Torej duzino proteinov CTRP najdemo na 12
razlicnih kromosomih ¢loveskega genoma. Skupno CTRP proteinom z 2-3 eksoni je, da
ne vsebujejo kolagenske domene, imajo pa Clq domeno, kar lahko vidimo v poglavju
terciarna struktura 11. Najbolj variabilni pri humanih proteinih so prvi eksoni, pri
¢emer kombinacija promotorja in eksona omogoca, da ga izlocajo specificne celice in

tkiva v telesu. Ob tem se ti prvi eksoni obcasno izrezejo [49].
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Tabela 1: Ime proteina druzine CTRP, lokacija na ¢loveskem kromosomu, Stevilo ek-

sonov v genu in tkivo, ki ta protein najbolj izraza, podatki so pridobljeni s strani

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/

Ime Lok. Krom. | Akcesijska stevilka | St. Ek. | Mesto izrazanja
CTRP1 17q925.3 NP_940995.1 mascoba, posteljica
CTRP2 5q33.3 NP_114114.2 moda, pljuca

CTRP3 o5pl3.2 NP _852100.3 13 poziralnik, se¢ni mehur
CTRP4 11p11.2 NP_114115.2 3 mozgani, kostni mozeg
CTRP5 11923.3 NP_056460.1 15 zolénik

CTRP6 22q12.3 NP_872292.1 9 endometrioza, posteljica
CTRPT7 4p15.32 NP_001128642.1 7 endometrioza, zolénik
CTRPS8 16p13.3 NP_997302.2 5 moda, nadledvicne zleze
CTRPY9A 13q12.12 NP_848635.2 6 moda, srce

CTRP9B 13q12.12 NP_001007538.1 6 moda, koza

CTRP10 2ql4.2 NP _872334.2 2 mozgani, kostni mozeg
CTRP11 12q13.12 NP_001008224.1 3 moda

CTRP12 1p36.33 NP_001014980.1 9 dvanajsternik, tanko ¢revo
CTRP13 10p13 NP_001010908.1 2 mozgani, ledvice
CTRP14 17q21.31 NP_006679.1 2 mozgani, ledvice
CTRP15 2q37.3 NP_001278761.1 8 Scitnica, moda
Adiponektin 3q27.3 NP_001171271.1 4 mascobe

Slika 1 prikazuje izrazanje genov CTRP v razliénih organih. Grafi izrazanja so v

zdravem adipoznem tkivu v visjih vrednostih le pri CTRP1, kjer segajo do 1200 TPM,
ter pri CTRP4 — 150 TPM, CTRP3 - 200 TPM, C1QL1 250 TPM. Povsod drugod je
vrednost pod 100 TPM-jev. V arteriji aorti je izrazanje najvecje pri CTRP1, 2, 7 in 8.
V mozganih se izrazata CTRP4 in CTRP13, v zivcih CTRP14, v testisih se izraza samo
pri CTRP11. CTRP12 se izraza v kozi, ki ni izpostavljena soncu, CTRP10 se izraza
v nadledvi¢ni zlezi, CTRP9B pa v prostati. Nasploh pa se vsi proteini druzine CTRP
relativno malo izrazajo v zdravih tkivih. Za nekatere CTRP vemo, da se izrazanje

dvigne v prisotnosti bolezni, s stradanjem ali drugimi faktorji [21,26, 30, 33].
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Slika 1: Izrazanje genov iz druzine CTRP v razliénih organih, glede na podatkovno
zbirko https://gtexportal.org. Izrazanje genov je prikazano z enoto TPM (transkriptov

na milijon)

Podatki med tabelo 1 in grafi (slika 1) so pridobljeni iz dveh razli¢nih podatkovnih
zbirk in med sabo ne sovpadajo. V podatkovni zbirki NCBI je izrazanje narejeno s
pomoc¢jo RNA sekvenciranja na 95 ljudeh in 27 tkivih. Na gtexportalu pa so podatki
pridobljeni v 54 tkivih z ve¢ ponovitvami in sekvencirani na priblizno 1000 ljudi, zaradi

¢esar je mozno, da so prisli do drugacnih rezultatov.
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4.2 Primejava ¢loveskih in misjih proteinov CTRP

Za vecino proteinov CTRP imamo ve¢ razlicnih transkriptov zaporedij, ki kodirajo
enak protein. Primerjava je narejena na podlagi primerjave aminokislin v proteinskem

zaporedju, za podobnost se Steje enaka aminokislina.

Tabela 2: Primerjava ¢loveskih aminokislinskih zaporedij po odstotkih identitete prote-

inov CTRP z misjimi proteini CTRP — vsi podatki so bili pridobljeni s pomocjo blasta

na strani https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene

Ime st. dostopa Mus. st. dostopa | Primerjava
CTRP1 NP_940995.1 NP_001191058.1 77,6 %
CTRP2 NP_114114.2 NP_081255.1 94,1 %
CTRP3 NP_852100.3 NP_001191063.1 93,1 %
CTRP4 NP_114115.2 NP_080437.2 95,0 %
CTRP5 NP_056460.1 NP_001177242.1 93,8 %
CTRP6 NP_872292.1 NP_082607.3 67,7 %
CTRP7 NP_001128642.1 | NP_001128644.1 96,5 %
CTRPY9B NP_001007538.1 NP_898998.2 83,5 %
CTRP10 NP _872334.2 NP_997116.1 94,1 %
CTRP11 NP_001008224.1 | NP_001019873.1 96,6 %
CTRP12 NP_001014980.1 NP_080401.1 71,0 %
CTRP13 NP_001010908.1 NP_694795.1 99,6 %
CTRP14 NP_006679.1 NP_035925.2 98,5 %
CTRP15 NP_001278761.1 NP_775571.2 71,2 %
Adiponektin | NP_001171271.1 NP_033735.3 84,6 %

Iz tabele 2 je razvidno, da misja proteina za CTRP8 in CTRP9A ne obstajata.
Najmanj sta si podobna proteina v ¢loveskem in misjem proteinu CTRP12, najvecja
podobnost pa je pri proteinu CTRP13, ki je kar 99,6 %. Potrdimo lahko predhodno
ugotovitev, da so proteini iz druzine CTRP dobro ohranjeni, saj je ohranjenost med

mi§jimi in ¢loveskimi proteini med 36 % in 100 % s povpre¢no vrednostjo 85 % [50].
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4.3 Transkripti CTRP-jev

Adiponektin ima dva transkripta, ki se razlikujeta na 5 neprevedeni regiji, tako da
rezultirata oba v proteinu z 244 aminokislinami.

CTRP1 ima 10 transkriptov in 9 proteinov, od tega so 3 prekurzorji izoforme 1.
Transkripti 1-3 rezultirajo v istem proteinu, medtem ko je varianta 4 brez signalnega
peptida s 199 aminokislinami.

- Cobalt RID TUB03HY3212 (9 seqs)

1-370 (379rshown) | | &, @ A Tools ~ | FEH columns | B Rows | ¥, Download + | &t Coloring» | @ 7 -
Sequence D Start 1 20 %0 60 80 100 120 180 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 379 End Organism

NP 112230.1

jomo sapiens

Slika 2: Prikazuje transkripte CTRP1, v vsaki vrstici je svoj transkript, z rdeco barvo

je oznacena ohranjenost med vsemi transkripti, s sivo barvo pa razlike v transkriptih

CTRP2 ima 5 transkriptov in 5 proteinov, od katerih sta 2 prekurzorja, izoforme
X1, X2, X4 pa so predvidene avtomatsko z racunalnisko analizo.

CTRP3 obsega dva transkripta, ker v 73 aminokislinah daljsi varianti B intron
1 ni izrezan. Zato varianta B obsega dodatno N glikolizacijsko mesto. Razlika med
izoformama ni ¢isto jasna, obe se pa nahajata v serumu, pri ¢cemer se daljsa izoforma
prej razgradi, razen ¢e oligomerizira.

CTRP4 ima tri transkripte: validiran je NM_031909.3 dolzine 1,413 baznih parov, in
Se dva racunalnisko predvidena, dolzine 2,506 baznih parov linear in 2,732 baznih parov.
Iz tega pridejo trije proteini, vsi dolzine 329 aminokislin, pri ¢emer je en validiran, dva
pa le predvidena z uporabo predikcijske metode: genomon, ki jo podpira mRNA in
EST.

CTRP5 ima dva transkripta — daljsi NM_015645 je bicistronski in je dolg 3949
baznih parov. Bicistronski pomeni, da vkljucuje Se gen za membrane frizzled-related
protein gene (MFRP), medtem ko krajsemu, monocistronskemu transkriptu
NM_001278431.2, dolgemu 1,353 baznih parov, manjka nekaj eksonov na 5’ strani in
kodira samo CTRP5, izrazen iz notranjega promotorja. Oba transkripta kodirata isti,
243 aminokislin dolg protein.

CTRPG6 ima 11 transkriptov in 11 proteinov. Drugi transkript NM_182486 kodira
izoformo 2 in je dolg 1609 baznih parov in ima nekaj manj 5 UTR (neprevajanih
regij) kot transkript 1 NM_031910, ki je dolg 2893 baznih parov in kodira izoformo 1.
Tretji transkript NM_001365878.1 pa je Se daljsi, saj ima 3,286 baznih parov in ravno
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tako kodira izoformo 1. Ostalih 8 transkriptov je le racunalnisko predvidenih (imajo
do 6,361 bp). Sam protein ima 2 izoformi: izoforma 2 NP_001352807.1 je dolga 259
aminokislin, izoforma 1 pa je dolga 278 aminokislin in ima dve varianti (NP_872292.1,
NP_114116.3), ki se razlikujeta na 3" UTR.

1- 2 {27 sheown) | 42 Op G @ R s [l conmen | [ nows | ¥, ookt s | Colnnge | & 7 -
Soqence B St 1 ) & L L] ) el 14 ol 180 fd bl b bl 8 B Crganmm

PROTEIN: § - 278 (278 shown) © Bows showes: 11/11

Slika 3: Prikazuje transkripte CTRP6, v vsaki vrstici je svoj transkript, z rdeco barvo

je oznacena ohranjenost med vsemi transkripti, s sivo barvo pa razlike v transkriptih

CTRPT ima 5 transkriptov — 3 validirane in 2 predvidena. Transkript varianta 1 je
najdaljsi NM_001135170 4466 baznih parov in kodira najdaljso izoformo. Transkript va-
rianti 2 in 3 (NM_001135171.2, NM_031911.5) pa kodirata isto izoformo, in sicer zaradi
uporabe iniciacijskega kodona na 5’ delu, kar rezultira v izoformi s krajsim N delom.
Zato ima izoforma a (NP_001128642.1) 296 aminokislin, izoforma b (NP_114117.1) pa

289 aminokislin.
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Slika 4: Prikazuje transkripte CTRP7, v vsaki vrstici je svoj transkript, z rdeco barvo

je oznacena ohranjenost med vsemi transkripti, s sivo barvo pa razlike v transkriptih

CTRPS ima tri transkripte — 2 predvidena in 1 validiranega. To rezultira v enem
validiranem NP_997302.2 proteinu in enem predvidenem, oba imata 252 aminokislini.

CTRPYA ima 3 transkripte in 3 proteine. Transkript 1 NM_001303137 1908 baznih
parov je najdaljsi. Transkriptu 2 (NM_178540.5, 1824 baznih parov) manjka alterni-
rajoci ekson na 5" UTR delu, medtem ko transkript 3 (NM_001303138, 1850 baznih
parov) uporabi alternirajoc¢i ekson 1 na 5" UTR, v primerjavi s transkriptom 1. Proteini
so vsi enaki, dolgi 333 aminokisline.

CTRPIB ima 2 transkripta in 2 proteina. Transkript 1 NM_001007537.2 ima 1229
baznih parov, je daljsi in kodira protein. Transkript 2 NR_104426 905 baznih parov ne



Gasper S. Primerjava proteinov iz druzine CTRP.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2022 17

kodira proteina, ker mu manjka velik del kodirajoce sekvence variante 1 (spremenjeni
eksoni 5’ in 3’ dela). Protein je eden, dolg 333 aminokisline.

CTRP10 ima en transkript in en protein NP_872334 z 287 aminokislinami.

CTRP11 ima dva transkripta in dva proteina, prvi ima (NP_001008224) 238 ami-
nokislin in je validiran kot prekurzor, drugi pa ima (XP_011536572) 227 aminokislin in
je predviden iz avtomatske ra¢unalniske analize.

CTRP12 ima 5 transkriptov in 5 proteinov; od tega so 4 predvideni in eden je
prekurzor adipolina validiran.

- Cobalt RID TUCZEX70212 (5 seqs)

¥ Graphical Ovarview
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Slika 5: Prikazuje transkripte CTRP12, v vsaki vrstici je svoj transkript, z rdec¢o barvo

je oznacena ohranjenost med vsemi transkripti, s sivo barvo pa razlike v transkriptih

CTRP13 ima en transkript in en protein NP_001010908 z 255 aminokislinami.
CTRP14 ima en transkript NM_006688.5 1527 baznih parov in en protein.
CTRP15 ima en transkript NM_001291832 2939 baznih parov in en protein s 354

aminokislinami.
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4.4 Primarna struktura in filogenetska povezanost
proteinov CTRP

CTRP6
CTRP1

CTRP4
CTRP3

— CTRP11

CTRP10

_|—— CTRP14
CTRP13

| CTRP15
' CTRP12
CTRPS
CTRP2
Adiponectin

[ CTRP9B
CTRP9A

0.50

Slika 6: Filogenetsko drevo CTPR narejeno s pomocjo programa MEGA

Na sliki 6 je prikazano filogenetsko drevo z metodo najvecjega verjetja (maximum
likelihood tree) iz druzine ¢loveskih proteinov CTRP. Prikazuje nam, kako so si posa-
mezni proteini CTRP po strukturi med seboj podobni. Vidimo, da je drevo razdeljeno
v tri locene skupine, ki se naprej locujejo na veje in liste. Nas na sliki najbolj zanima
adiponektin. Vidimo, da sta mu najbolj podobna CTRP9 in CTRP9B, sledita mu
CTRP7, CTRP2, ki sta na sosednji veji, in nato se CTRP5.

Pri pregledovanju molekulskih funkcij proteinov skupine CTRP sem ugotovila, da
so najbolj pogoste naslednje funkcije: vezava na identi¢ni protein (ki se pojavlja pri
proteinih 1, 3, 5, 6, 9A, 10, 11, 13 in 15) in hormonska aktivnost (9A, 12, 15). Funkcije
in drevo sovpadajo pri hormonski aktivnosti CTRP12 in CTRP15.

Proteini CTRP1, CTRP6 in CTRPS8 so skupaj na filogenetskem drevesu in so si med
seboj podobni po tem, da vsebujejo hidrofobne His in Tyr ostanke in so tesno povezani.
Poleg tega pa CTRP1 in CTRPS8 vsebujeta sekvenco peptida, ki na sebe veze relaksin
receptor RXFP1. Na grafu so skupaj tudi Adiponectin, CTRP9A, CTRP9B, CTRP2
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in CTRP7. To so proteini CTRP, ki so adiponektinu najbolj sorodni. Protein CTRP9
in CTRP2 (43 %) je po aminokislinskem zaporedju najbolj podoben adiponektinu v
globularni Clq domeni [21,33].

4.5 Predvidena sekundarna struktura

Tabela 3: Predvidene sekundarne strukture proteinov CTRP, ki so glede na filogenetsko
drevo najblizje adiponektinu, ter adiponektin. Ti podatki so pridobljeni s pomocjo me-
tode SOPMA. Lahko pa bi tudi sesteli stevilo posameznih struktur glede na zaporedja,
ki so na slikah 7, 8, 9.

Sekundarne strukture | CTRP2 | CTRP7 | CTRP9A | CTRP9B | Adiponektin
Alfa vija¢nica — Hh 14 % 5 % 3 % 1% 2%
Podaljsana veriga — Ee | 22 % 26 % 19 % 19 % 25 %

Beta zavoji — Tt 8 % 7% 5% 4 % 5%
Naklju¢ni klobéic — Ce | 56 % 62 % 73 % 76 % 68 %

Iz zgornje tabele lahko razberemo, da je v predvidenih sekundarnih strukturah
prisotnih najve¢ nakljuc¢nih klobé¢icev in podaljsanih verig, vsebujejo pa tudi manjsi
delez alfa vija¢nic in aminokislin, ki so urejene v beta ravnine. Iz literature vemo, da
se kot alfa vijacnice uredi kolagenski del proteina in da je ve¢ina Clq domene v obliki

beta ravnin.

189 20 3 49 50 68 79

MLLLGAVLLLLALPGHDQETTTQGPGVLLPLPKGACTGWMAGIFGHPGHNGAPGRDGRDGTPGEKGEKGD
eee ae
PGLIGPKGDIGETGVPGAEGPRGFPGIQGRKGEPGEGAYVYRSAFSVGLETYVTIPNMPIRFTKIFYNQQ

hhhheeee ececeeee
NHYDGS TGKFHCNIPGLYYFAYHITVYMKDVKVS LFKKDKAMLFTYDQYQENNVDQASGSYLLHLEVGDQ
eeecctieceececeee eeeeeetttcceeeee ttceeeeectt
VWLQVYGEGERNGLYADNDNDSTFTGFLLYHDTN
eeeeecctt eee ececeeceectt

Slika 7: Predvidena sekundarna struktura Adiponektina — prevladujejo nakljucni

klob¢ici cc ter podaljSane verige, oznacene z ee
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MRIWWLLLATEICTGNINSQDTCRQGHPGIPGNPGHNGLPGRDGRDGAKGDKGDAGEPGRPGSPGKDGTS
hhhheeeeeece 3 ccccccctt CCC il %s :
GEKGERGADGKVEAKGIKGDQGSRGSPGKHGPKGLAGPMGEKGLRGETGPQGOKGNKGDVGPTGPEGPRG

NIGPLGPTGLPGPMGPIGKPGPKGEAGPTGPOGEPGVRGIRGWKGDRGEKGKIGETLVLPKSAFTVGLTV

W CC hhhhhee

LSKFPSSDMPIKFDKILYNEFNHYDTAAGKFTCHIAGVYYFTYHITVFSRNVQVSLVKNGVKILHTKDAY
eceepeeectt : eeecctteeeeeeeeececcccheeeececttcceerer

MSSEDQASGGIVLQLKLGDEVWLOQVTGGERFNGLFADEDDDTTFTGFLLFSSP

cttceeeeecttcceecececttttcceeee ccceeeeeeeecct

Slika 8: Predvidena sekundarna struktura CTRP9A — prevladuje nakljucni klob¢ic cc

in podaljSana veriga ee

16 20 30 48 58 60 78
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Slika 9: Predvidena sekundarna struktura CTRP9B — prevladuje cc naklju¢ni klobéic

in ee podaljsana veriga
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4.6 Terciarna 3D struktura

Spodaj so prikazane slike vseh domen proteinov CTRP. Na slikah je s sivo barvo
oznacena regija signalnega peptida, z modro je oznacena variabilna regija, z rumeno
kolagen, z zeleno dezorientiran protein, z rdeco pa je oznacena Clq globularna domena.
Pri nekaterih proteinih CTPR obstajajo tudi mesta glikolizacije, ki so prisotna v zrelem

peptidu in omogocajo postranslacijsko modifikacijo proteina.

CTRP1 CTRP6

Kolagen 99-140AK 281 AK Sig.peptid 1-46 AK Kolagen 97-138 AK

" 278 AK
Sig.peptid 1-25 AK Mesto glikolizacije 93AK Clq domena 147-275 AK Mesto glikolizacije 91 AK Ciq globularna domena 145-273 AK

CTRP2 CTRP7

“ ; ; | 296 AK

Sig.peptid 1-23 AK LOT ST LS C1q globularna domena 156-280 AK

kolagen 95 - 145 Clg domena 188 - 312

CTRP3

CTRP8

Kolagen 144-186AK C1q globularna domena 319 AK
192-315 AK Sig.peptid 1-17AK €1q globularna domena 118-246 AK
Kolagen 69-111 AK

Sig.peptid 1-22 AK 252 AK

CTRPSA

CTRP4

sig. peptid1-16AK .~ . Clgdomena 178-311 AK

C1q domena 31-156 AK kolagen 131-18%

sig.peptid  provizionalen protein

o 41-176 Clq domena 203-329

CTRPS CTRP9B

Sig.peptid 1-15 AK i C1q globularna domena 105-232 AK 243 AK sig. peptid  provizionalen protein kolagen 131-189

Kolagen 20-97 AK 119 41176 C1q domena 203-329

Slika 10: Druzina CTRP — ureditev razlicnih domen — pridobljeno s spletne strani

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/

Terciarne strukture nam pokazejo podobnosti druzine proteinov CTRP. Na sliki 10
vidimo strukturo proteinov CTRP od 1 do 9. Skoraj vsi so sestavljeni iz signalnega
peptida, kolagenske domene in Clq domene. Pri CTRP2 pa vidimo, da ni signalega
peptida, CTRP4 vsebuje namesto kolagenske domene dve Clq domeni, CTRP9A pa
ne vsebuje kolagenske domene, ampak ima namesto nje provizionalen protein.

Na sliki 11 imamo strukturo proteinov CTRP nad 10. Za to skupino sem ugotovila,
da jo poimenujejo tudi C1QL skupina. V skupino C1QL spadajo CTRP10 ali C1QL2,
CTRP11 ali C1QL4, CTRP13 ali C1QL3 in CTRP14 ali C1QL1. V njihovi strukturi ni
prisotna kolagenska domena. Potem pa imamo se FAM132A ali CTRP12 in FAM132B
ali CTRP15, ki v primarni strukturi ne vsebujejo niti kolagenske domene niti Clq.
Pri pregledovanju drugih baz sem ugotovila, da CTRP12 in CTRP15 v bazi podatkov
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ETREA0 CTRP13
e peptidch 22K C1q globularna domena 160-284 AK 287 AK Sig.peptid 1-20 AK C1q globularna domena 128-252 AK 2228K
CIRELL CTRP14
238 AK - ”

Sig.peptide 1-15 AK C1q globularna domena 111-235 AK Sig.peptid 1-16 s du‘mena _— 258 AK

SI8kde CTRP15
e 1. xs o ) SR I ‘ 7 | ) |
Sig. peptid 1-20 AK Mesto glikolizacije 43 AK Mat.peptid 98-302 AK Sig peptid 1-28 A T AR ygesst:Kggl:.k;;?;:e 243 AK, 354 AK

Slika 11: C1QL — prisotnost domen — https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/

UNIPROT vsebujeta domeno Clq. Iz tega lahko predvidevamo, da najbrz v bazi
podatkov NCBI niso posodobili in dodali te domene, saj sodi v skupino proteino CTRP,
v kateri imajo vsi proteini Clq domeno. Drugace ju ne bi mogli uvrstiti v to skupino

proteinov, saj si z njo ne bi bila dovolj podobna.

Slika 12: 3D struktura Adiponektina
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Na sliki je prikazana 3D struktura Adiponektina (slika 12), CTRP1 (slika 13),
CTRP4 (slika 14), CTRPS5 (slika 15) in CTRP15 (slika 16), ki so pridobljene iz alpha-

Fold. Te 3D strukture so narejene s pomocjo alfafold metode in so le predvidene.

Slika 13: 3D struktura CTRP1

S slike lahko lepo vidimo Clq domeno, ki ji sledi veriga razlicnih aminokislin, kar
lahko vidimo pri vseh 3D strukturah. Lepo se vidi razlika med ostalimi proteini CTRP

in CTRP4, ki ima namesto kolagenske domene dve Clq domeni.

Slika 14: 3D struktura CTRP4
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Slika 15: 3D struktura CTRP5
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Slika 16: 3D struktura CTRP15
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4.7 Kvartarna stuktura

Kvartarna struktura je struktura, ki je sestavljena iz ve¢ proteinskih podenot v prote-
inski kompleks. Nekateri proteini imajo manjse stevilo podenot in jih zato imenujemo
oligomeri, tisti, ki pa jih imajo ve¢, pa so multimeri. Proteini na slikah 18, 19, 20
so multimeri oz. homomultimeri, saj so sestavljeni iz ve¢ enakih polipeptidnih ve-
rig. Vecina proteinov druzine CTRP obstaja kot homotrimeri, nekateri (CTRPS,
CTRPY9B) pa tudi kot heksaheteromeri. [8] Posamezne enote so v multimere pove-
zane s kovalentnimi disulfidnimi vezmi. Kvartarne strukture so pridobljene s strani

https://swissmodel.expasy.org.

12-mers
Hexamer (HMW)
(MW
%ﬁé ﬁ@ @:mmsg%qﬁﬂ
Monomer
Trimer
Globulare (LMW)
C-terminale
Cromans

Full length Adipanektin |soformen

Slika 17: Povezovanje multimerov, pridobljeno iz doktorske disertacije Molekulare und
funktionelle Charakterisierung des Adipokins Clq/TNF-related protein-3
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Na sliki 18 vidimo kristalno strukturo trimerne gClq domene od ¢loveskega CTRP5,
ki je povezana s pozno degeneracijo mrenice, in je bila narejena s pomocjo rentgenske
difrakcije leta 2012. To kvartarno strukturo so v podatkovni bazi pdb oznacili kot
4F3J, poznamo pa Se eno eksperimentalno strukturo od CTRP5 s pdb oznako 4nn0.

Vse kvartarne strukture od CTRP5 so homotrimeri.

Slika 18: Kvartarna struktura CTRP5 s pdb oznako 4F3J



Gasper S. Primerjava proteinov iz druzine CTRP.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2022 27

Na sliki 19 je swis-model kvartarne strukture cloveskega CTRP13, ki je zasnovan
na podlagi 5ybz.1.A SMTL verzija 2022 je homotrimerna struktura in prikazuje le
komplemetarni del strukture CTRP13 in vsebuje en ligand.

Slika 19: Kvartarna struktura CTRP13
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Na sliki 20 je swis-model kvartarne strukture cloveskega CTRP14, ki je zasnovan na
4d7y.1.C SMTL verzija 2022 je homotrimerna struktura in prikazuje le komplementarni

del. Vsebuje stiri ligande: dva kadmijeva in dva nikljeva iona.

Slika 20: Kvartarna struktura CTRP14
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5 Zakljucek

Druzina proteinov CTRP je sestavljena iz 18 proteinov, ki so sestavljeni iz Clq glo-
bularne domene in kolagenske domene. Najbolj izstopa CTRP4, saj je sestavljen iz
dveh Clq domen in ne vsebuje kolagenske domene. Poseben je Se gen za CTRP5, ki je
bicistronski, torej znotraj gena kodira dva proteina za CTRP5 in daljsi MFRP. Primer-
java med ¢loveskimi in misjimi CTRPji je narejena na podlagi primerjave aminokislin
v proteinskem zaporedju in je najvecja pri CTRP12 (99 %) in najmanjsa pri CTRP6
(67 %). Misji CTRP8 in CTRP9A ne obstajata, tako da ni bilo narejene primerjave.
Najve¢ transkriptov imajo CTRP1 (10 transkriptov), CTRP6 (11 transkriptov), ter
CTRP2 in CTRP7 (5 transkriptov). Izoforma je set podobnih proteinov, ki izvirajo iz
enega gena ali genske druzine. Pri druzini CTRP ima CTRP1 tri izoforme, CTRP2 in
CTRP7 pa imata dve izoformi. CTRP6 ima dve izoformi, ki sta dolgi 259 ak in 278 ak.
Adiponektin je najbolj znan protein iz skupine proteinov CTRP in je po filogenetskem
drevesu najbolj podoben CTRP9A in CTRP9B. Pri terciarni strukturi smo razdelili
skupino proteinov CTRP na dve podskupini: tiste, ki vsebujejo Clq domeno, to so
CTRP od 1 do 9B, ter tiste, ki jih imenujemo tudi C1QL, ali tiste, ki so jim podobni,
saj ne vsebujejo kolagenske domene, to so CTRP10 do CTRP15. Proteini druzine
CTRP se zdruzujejo v kvartarno strukturo v trimere in heksamere. Vecina proteinov

se zdruzuje v homotrimere, nekateri pa tudi v heksaheteromere.
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