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1 UVvOD

1.1 Serumski amiloid A pri Mus musculus

Proteinsko druzino serumskega amiloida A (SAA) sestavljajo razlicno izrazeni
apolipoproteini — akutno fazni SAA (ang. acute-phase SAAs ali A-SAAS) in konstitutivno
izrazeni SAA (ang. constitutive SAAs ali C-SAAs) [10, 41]. Koncentracija akutno faznega
SAA se v krvi med vnetjem poveéa lahko tudi do 1000-krat [4, 6, 18, 22, 26, 28, 41].
Informacijske ribonukleinske kisline (MRNA) akutno faznih SAA, ki so jih do sedaj odkrili
pri razli¢nih vrstah sesalcev (pri ¢loveku, misih, konjih, hrckih, zajcih, psih, kravah, ovcah)
kot tudi pri vrecarjih in ribah, so se evolucijsko zelo malo spremenile, kar dokazuje, da so
bioloske funkcije njihovih proteinov izredno pomembne [31, 41]. Med vnetjem se akutno
fazni SAA poveze predvsem s tretjo frakcijo proteina z visoko gostoto — HDL3 (ang. High
density lipoprotein), kjer zamenja apolipoprotein A-1 (ApoA-1), ki je prevladujo¢
apolipoprotein na tem delcu [7, 41] in povzroci, da delec postane provnetni. Konstitutivno
izrazeni SAA so bili do sedaj odkriti le pri ¢loveku in miskah. Za razliko od akutno faznih
SAA so konstitutivno izrazeni SAA le minimalno povi$ani med akutno faznim odzivom in se
povezujejo z normalnim in akutno faznim HDL [41].

Sinteza SAA poteka primarno v jetrih kot odziv na citokine, ki jih izlo¢ajo celice imunskega
sistema kot odgovor na razli¢ne infekcije [26]. Pri nekaterih sesalcih so raziskovalci odkrili
sintezo SAA tudi v drugih tkivih in celicah zunaj jeter. Izrazanje mRNA serumskega amiloida
A pri misih je bila odkrita v pljucih, ledvicah, ¢revesu, vranici in srcu kot tudi v makrofagih.
Sinteza in izlocanje SAA pa sta bila odkrita med drugim tudi v ¢loveSkih Crevesnih
epitelijskih celicah in v primarnih humanih endotelijskih celicah koronarne arterije [20, 26,
30, 31].

Druzina genov Saa je najbolj raziskana pri ¢loveku in misih. Prva obsega 4 gene, druga pa 5
genov. Za ugotavljanje ekspresije genov Saa je bil uporabljen spletni portal BioGPS (ang.
Gene portal system). Portal je dostopen na spletnem naslovu http://biogps.org/ in nam
omogoca vpogled v opise ter karakterizacijo genov in proteinskih funkcij. Izrazanje Saal v
misjih tkivih je najbolj intenzivno v debelem in tankem ¢revesu, trebuhu, ledvicah in jetrih
normalnih vnetno nestimuliranih tkivih (Priloga A). Izrazanje Saa2 v misjih tkivih je najbolj
intenzivno v ledvicah, debelem in tankem ¢revesu, v trebusni votlini in v jetrih normalnih
vnetno nestimuliranih tkivin (Priloga B). Saa3 izrazanje je najvisje pri makrofagih,
stimuliranih z lipopolisaharidi (LPS), v mikrogliji ter osteoblastih (Priloga C). Saa4 je najbolj
zvisan v jetrih, medtem ko je v drugih tkivih zelo nizko izrazen (Priloga D).
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Do sedaj so raziskovalci pokazali veliko klini¢no pomembnih vlog SAA. Je odli¢en kazalnik
vnetja pri mnogih bolezni, kot so na primer kardiovaskularna obolenja, vpleten pa je tudi v
nastanek in razvoj bolezni, kot so na primer aterosklereroza, revmatoidni artritis, sarkoidoza
inrak [3, 5, 15, 41]. SAA sodeluje pri prenosu in metabolizmu lipidov [26].

1.2 Izotipi SAA pri Mus musculus

Pri Mus musculus najdemo pet genov serumskega amiloida A (Saal, Saa2, Saa3, Saa-psl in
Saa4). Geni se nahajajo na kromosomu 7 [41]. Geni so bili sprva poimenovani po vrstem
redu, kot so jih raziskovalci odkrili. Posledi¢éno nomenklatura v literaturi ni natan¢no sledila
homolognim genom med vrstami. Raziskovalci so leta 1999 predlagali novo nomenklaturo, da
bi lazje sledili homolognim genom med vrstami [35, 41, Preglednica 1].

Preglednica 1: Nomenklatura genske druzine Saa pri miSih po novih smernicah »SAA
Subcommittee of the Amyloidosis Nomenclature Committee, 1999 [35]«. V oglatih oklepajih so
zapisana stara nomenklaturna imena.

Gen Protein

Saal [Saa2?] SAAL [SAA2] (A-SAA)
Saa2 [Saal] SAA2 [SAAL] (A-SAA)
Saa3 SAA3

Saa4 [Saa5] SAA4 [SAA5] (C-SAA)
Saa-psl[Saad] pseudogen

Gena Saal in Saa2 kodirata akutno fazni serumski amiloid A. Oba gena imata skoraj
identi¢no sekvenco in organizacijo. Med akutno faznim odgovorom se izrazanje obeh genov
moc¢no poveca, njuni proteinski sekvenci pa sta po literaturi identi¢ni v 90 % [7, 22, 28, 41,
48]. Gen Saa3 pri misih prav tako kodira A-SAA, vendar se njegov protein razlikuje od SAAL
in SAA2. Protein SAA3 je bil identificiran kot izlo¢ni produkt makrofagov [41]. Cloveski
izotip SAA3 je bil do nedavnega poznan kot pseudogen, po najnovejSih raziskavah pa so
mnenje spremenili, saj so ga izledili v epitelijskih celicah mle¢ne Zleze in materinem mleku
[19, 21]. Izotip SAA3 pri misih je do sedaj veljal za »ekstrahepati¢ni« SAA, ki ima podobne
proinflamatorne vloge v makrofagih in mas¢obnem tkivu misi kot ¢loveska SAAL in SAA2.
Novejsa Studija pa je pokazala, da je SAA3 prisoten v cirkulaciji, vezan na HDL, prav tako pa
je del SAA3 v plazmi prisoten tudi v obliki brez lipida [38]. Hranjenje misi s hrano z visoko
vsebnostjo mascob in visoko vsebnostjo saharoze z dodanim holesterolom ali brez njega
povzroc¢a debelost in sistemsko vnetje, povecuje pa tudi ekspresijo Saa3 v mascobnem tkivu
in vsebnost makrofagov [11]. J. L. Ather in sodelavci so ustvarili misi brez gena Saa3, da bi
ocenili prispevek Saa3 pri imunsko pogojenih boleznih, in odkrili, da misi brez gena Saa3
razvijejo debelost v odraslosti ter presnovno disfunkcijo skupaj z napakami pri prirojenem
imunskem razvoju [1].
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Cetrti ¢lan druzine Saa pri Mus musculus je pseudogen. Zato ga po novi nomenklaturi
oznacujejo z oznako Saa-ps. Humani gen Saa4 in misji gen Saa4 (prej poznan kot Saa5) sta
edina konstitutivno izraZena gena, opisana do sedaj [2, 8]. Glede na karakteristike njune
izrazenosti, sekvence in pozicije ju pristevamo med evolucijske homologe [2, 4 1].

1.3 Gensko ustvarjene miSke uporabljene pri raziskovanju

V laboratorijih po svetu se ukvarjajo z vzrejo misi s specifi¢no gensko sestavo. Vsaka taka
sestava ustreza doloceni bolezni ali motnji pri ljudeh. Vzreja misi se je mo¢no povecala po
dolocitvi ¢loveskega in miSjega genoma, ki je potrdila veliko gensko podobnost med vrstama.
Hitra reprodukcija in hitra zrelost postavlja miSi na prvo mesto ustreznih in ekonomi¢nih
kandidatov za znanstvene $tudije na sesalcih, kot je razvidno iz Preglednice 2.

Preglednica 2: Seznam najbolj znanih laboratorijev, ki se ukvarjajo z vzrejo misi.

Ime laboratorija Dostop na internetu

The Jackson Laboratory https://www.jax.org/
Charles River https://www.criver.com/
Taconic Farms https://www.taconic.com/
Harlan Laboratories https://www.envigo.com/

Misi, vzgojene v laboratoriju, se zaradi genetskih mutacij in polimorfizmov med seboj
razlikujejo glede na imunski odziv. Pri gensko spremenjenih misih (ang. Genetically
engineered mice — GEM) uporabljajo embrionalne izvorne celice (ang. Embryotic stem cells —
ES cells) za targetiranje genov, da bi lahko pridobili dolo¢en fenotip, podoben bolezni, ki jo
proucujejo, ali da bi proucevali vlogo specificnega gena [34]. Pri Studijah z gensko
spremenjenimi miSmi moramo tako upostevati specifi¢cne komponente imunskega sistema ter
imunske odzive posamezne linije misi, ne le gena, ki ga preiskujemo [34].

V raziskavah struktur misjih proteinov SAA so najpogosteje uporabljene misi linije BALB/c
[7, 24].
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V raziskavah sprememb Saa, ki so bile izbrane za izdelavo zaklju¢ne naloge, SO najpogosteje
uporabljene naslednje linije misi: CBA/J, A/J, C57BL/6, C3H/Hel, BALB/c.

Ime: C57BL/6J

Druga imena: B6, B6J, Black 6, C57 Black

Laboratorij: The Jackson Laboratory

Inbridirana linija

Znacilnosti: misi linije C57BL/6J uporabljajo v raziskavah v imunologiji, pri raku in $tudijah
biomarkerjev. C57BL/6J je najbolj pogosto uporabljena linija in prva, katere genom je bil
sekvenciran. Misi C57BL/6J, visoko dovzetne za debelost, povzroceno z dieto, diabetes tipa 2
in aterosklerozo, imajo relativno nizko gostoto kosti in razvijejo starostno izgubo sluha.
Pogosto jih uporabljajo v Studijah, povezanih z nevrodegenerativnimi motnjami in gostoto
kosti (https://www.jax.org/strain/000664, 5. 4. 2018).

Ime: BALB/cJ

Druga imena: BALBc, C

Laboratorij: The Jackson Laboratory

Inbridirana linija

Znacilnosti: misi linije BALB/C so albine, laboratorijsko vzgojene misi, lahke za vzrejo. Med
osebki moskega in zenskega spola prihaja do minimalnih razlik v tezi. Misi linije BALB/c so
najpogosteje uporabljene % raziskavah raka in imunologije
(https://www.labome.com/method/L aboratory-Mice-and-Rats.html, 26. 4. 2018).

Ime: A/J

Druga imena: A, AJ

Laboratorij: The Jackson Laboratory

Inbridirana linija

Znacilnosti: misi A/J uporabljajo pri raziskavah raka zaradi njihove dovzetnosti za
karcinogeno inducirane tumorje. Uporabljajo jih tudi za raziskavo imunoloskih aplikacij,
kardivaskularnih obolenj ter v raziskavah razvojne biologije
(https://www.jax.org/strain/000646, 6. 5. 2018).

Ime: CBA/J

Druga imena: CBA Jackson

Laboratorij: The Jackson Laboratory

Inbridirana linija

Znacilnosti: misi CBA/J so pogosto uporabljena vrsta laboratorijskih misi. Nosijo gen za
mutacijo Pde6b™, ki povzroga slepoto. Uporabljajo jih pri raziskovanju imunologije in
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vnetnih procesov, metabolizma, sluha in kohlearne funkcije, nalezljivih bolezni in raziskavah
razvoja ploda (https://www.jax.org/strain/000656, 5. 4. 2018).

Ime: C3H/HeJ

Druga imena: C3H, C3, C3H Heston

Laboratorij: The Jackson Laboratory

Inbridirana linija

Znacilnosti: misi linije C3H/HeJ uporabljajo pri raziskavah raka, nalezljivih bolezni,
senzonevralnih in kardiovaskularnih raziskavah. Misi linije C3H/HeJ so razvile spontano
mutacijo Tlr4 na lokusu za lipopolisaharidni odziv, kar je povzro¢ilo odpornost na
endotoksine, ki so glavni gradnik celi¢ne stene gramnegativnih bakterij in so odgovorni za
nastanek Stevilnih bolezni (https://www.jax.org/strain/000659, 5. 4. 2018).

Vse zgoraj opisane linije miSi so inbridirane linije. Inbridirana linija pomeni homozigotne
osebke, ki so parjeni v ozjem sorodstvu (brat x sestra, izjemoma star$i x potomci) in so zaradi
tega genetsko identi¢ni z izjemo razlik med spoloma. Inbridirana linija nastane po vsaj 20
zaporednih generacijah medsebojnega razmnozevanja iz enega izvornega para. Znotraj
inbridiranih linij naj bi bila genetska variabilnost minimalna, zato je tudi fenotipska
variabilnost za vecino lastnosti bistveno manjsa kot pri genetsko variabilnih osebkih, Se
posebno za lastnosti, ki so znacilne za posamezno linijo. Zato lahko opredelimo za linijo
znacilen fenotip: poznana Zivljenjska doba ter glavne patoloske, imunoloske, fizioloSke,
vedenjske in biokemi¢ne znacilnosti posamezne linije. Kljub temu lahko prihaja med osebki
znotraj inbridirane linije do genetskega razhajanja in posledi¢no nastanka novih linij oziroma
podlinij [29].

Knock-out (KO) misi so gensko spremenjene misi (Mus musculus), v katerih so raziskovalci
inaktivirali obstojec¢i gen z zamenjavo ali prekinitvijo z umetnim delom DNK. Pomembne so
za proucevanje vloge genov, ki so sekvencionirani, a njihove funkcije $e niso bile dolocene.
Prednost misi KO je v tem, da z dolocitvijo specificnega gena, ki je neaktiven v misih, in
opazovanjem razlik med normalnim vedenjem ali fiziologijo raziskovalci lahko sklepajo,
kaksna je funkcija doloCenega gena v zivem sesalskem organizmu ob upoStevanju interakcij
med celicami, tkivi in organi pri normalnih boleznih, poskodbah in stresnih situacijah [13].

Za studije vloge serumskega amiloida A pri posredovanju sprememb v nalaganju in
metabolizmu HDL med vnetjem so raziskovalci ustvarili misi, ki so jim izbili glavni dve
akutno fazni obliki serumskega amiloida A, SAA1.1 in SAA 2.1. Uporabili so misi tipa
CS57BL/6N. Misi so poimenovali SAA knockout (SAAKO) in jih izpostavili akutni fazi za
primerjavo razlik lipidov in apolipoproteinov v misih z izbitim genom in normalnih misih
(ang. Wild type — WT) [9]. V raziskavi so de Beer in raziskovalci (2010) ugotovili, da SAA
ne vpliva na stanje apoA-l. Upad izrazanja apoA-l in apoA-ll v jetrih in stanje HDL in
plazmatskih trigliceridov, ki so sledili dodajanju lipopolisaharidov, se med obema skupinama
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raziskovanih misi ni razlikoval. Pri¢akovani porast akutno faznega HDL so presenetljivo
ugotovili pri obeh tipih misi [9]. V svoji raziskavi so de Beer in drugi zakljuc¢ili, da SAA pri
misih ne vpliva na stanje HDL, odstranjevanje apoA-I iz cirkulacije ali na velikost HDL med
akutno fazo ter da je velikost akutno faznega HDL pri misih povezana z naraslo koli¢ino
povrsinskih lipidov, predvsem fosfolipidov, in ne povrsinskih proteinov [9].

V svoji raziskavi so mi$i SAAKO uporabili tudi M. H. Kim in sodelavci. Za boljse
razumevanje metabolizma akutno faznih izoform SAA in njihovega vpliva na velikost,
sestavo in katabolizma HDL so ustvarili misi brez SAAL.1 ali SAA2.1, rezultate pa so nato
primerjali z miSmi WT. Rezultati raziskave so pokazali, da prihaja do razlik v izrazanju
izoform. mRNA izoforme SAAIl.1 v jetrih je bila manj izraZzena kot mRNA izoforme
SAA2.1, kar nakazuje, da se gena, ¢eprav sta koordinirano regulirana, razlikujeta ali v hitrosti
transkripcije ali stabilnosti njune MRNA [18]. Plazemske koncentracije SAA so bile nizje pri
obeh tipih misi SAAKO v primerjavi z miSmi WT, kar kaze na to, da v akutni fazi odsotnost
ene izoforme ne povzro¢i kompenzacijskega povedanja druge izoforme. Se veé, sposobnost
jetrnih celic za transkripcijo, translacijo in sekrecijo ene akutno fazne izoforme ocitno ni
odvisna od izrazanja druge izoforme [18].

Chiba in sodelavci (2011) so v svoji raziskavi preucevali spremembe pri miSih z odstranjenim
genom SAAI.1l in SAA2.1 in kotrolno skupino misi, ki jih povzro€ajo injecirani bakterijski
lipopolisaharidi (LPS). Po injeciranju lipopolisaharidov se je povecalo izrazanje MRNA SAA
v jetrih in koncentracije plazmatskih SAA so mo¢no narasle v misih tipa C57BL/6, Ceprav se
koncentracija holesterola HDL ni spremenila. Masna spektrometri¢na analiza je pokazala, da
je HDL iz kontrolnih misi, vbrizganih z LPS, imel visoke ravni SAA1.1/2.1 in zmanj$ane
ravni apoA-I. HDL iz kontrolnih misi, vbrizganih z LPS, je pokazal visoko afiniteto, ki veze
biglikan v primerjavi z normalnim misjim HDL. Nasprotno pa je HDL iz misi SAAKO,
injeciranih z LPS, pokazal zelo malo vezave na biglikan [4]. Biglikan je majhen in z levcini
bogat proteoglikan. Najdemo ga v zunajceliénem matriksu razli¢nih tkiv — pogost je v kosteh,
hrustancu in tetivah. Ima pomembno vlogo pri mineralizaciji in tvorbi kolagenskih fibril,
domneva pa se, da z vezavo na TGF-p 1 (transformirajo¢i rastni dejavnik beta 1) posredno
uravnava imunski sistem. Z vkljucitvijo v signalne poti TLR2 in TLR4 vpliva na sintezo
TNF-a (dejavnik tumorske nekroze alfa), kar kaze, da je biglikan signalna molekula, ki ima
pomembno vlogo v vnetnem procesu [35]. Chiba in raziskovalci so ugotovili, da ima
obogatitev HDL pod vnetnimi pogoji pri SAA pomembno vlogo pri vezavi HDL na Zilne
proteoglikane [4].

Sellers in sodelavci so v svoji raziskavi opisali razlicne imunske variacije med obicajnimi
imbridiranimi linijami laboratorijskih misi ter njihove odzive na patogene celi¢ne poSkodbe in
dovzetnost do avtoimunskih bolezni. Razumevanje in uporaba teh razlik med linijami lahko
izboljSa razumevanje delovanja imunskih reakcij [34]. Na Zzalost je genetska zgodovina
gensko spremenjenih misi pogosto dvoumna ali pa celo nedosegljiva. Mnogi raziskovalci se

zato odloc¢ajo za uporabo misi z mutacijo ali pa »wild-type« misi, pri ¢emer izgubijo vrednost
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prave kontrolne skupine [34]. Bistvenega pomena pri raziskavah je, da raziskovalci zberejo

¢im ve¢ genetske zgodovine misi, ki jih proucujejo [34].

Na spletni strani http://www.findmice.org/ lahko dostopamo do podatkovne baze International
Mouse Strain Resource (IMSR). IMSR je podatkovna baza ve¢ institucij, ki je bila ustvarjena
za podporo raziskovalcem, ki uporabljajo misi kot modele za raziskovanje ¢loveske biologije
in bolezni. Na spletni strani MGI izberemo gen, ki nas zanima. V podkategoriji mutacije, aleli
in fenotipi lahko dostopamo do podatka, koliko razli¢nih mutacij gena obstaja. S klikom na
mutacijo pridobimo podrobne podatke o izbrani mutaciji (opis mutacije, nomenklatura,
fenotip, reference). Tam pa lahko dostopamo do podatkov spletne strani IMSR, ki nam poda

Stevilo dostopnih linij, ki nosijo to mutacijo.

Mutacije SAA 1, 2, 3, 4 na sevu C57BL niso smrtne, povzrocajo pa nenormalno homeostazo
holesterola, spremembe vrednosti cirkulirajoega holesterola in cirkulirajo¢ih fosfolipidov,
nenormalne vrednosti cirkulirajotega SAA, spremembe vrednosti cirkulirajo¢ega LDL,
trigliceridov, znizano tezo jeter, zniZzano dovzetnost do z dieto povzrocene debelosti,
normalen fenotip homeostaze/metabolizma ter spremembe velikosti belih mas¢obnih celic.
Mutacija SAA3 na sevu BRJ pa je smrtna za vse misi pred odraslostjo (Preglednica 3).

Preglednica 3: Najbolj pogoste mutacije na genih Saa

Sev miSi,
pri
Simbol Ime katerih | Posledice, kijihvmutacija Referenca
SO povzroca
naredili
mutacijo
Serum amyloid A | (C57BL/ | Abnormalna homeostaza | http://ww
1; 6NTac x | holesterola, povisane | w.informa
targeted mutation | 129S6/S Kfﬁg;‘;igla Cirkunrzjoizzﬁz tics.jax.or
\%4
Saal/Saa2t™!d EI" ) VEVTac) vrednosti ’ cirklﬁirajoéih glreferenc
mGem_ous F1 fosfolipidov. e/J:16560
Targeting 5
Laboratory
/ tm1=delecija
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Serum amyloid A | BJR Smrt vseh organizmov http://ww
3; 1 Oak Ridge danega genotipa pri w.informa
populaciji med oploditvijo tics.jax.or
in starostjo za odstavitev
Saa3RHIR (Mus: priblizno 34 tedne gjge;g;e;;
starosti). el
Serum amyloid A | BJR Smrt vseh organizmov http://ww
3; 2 Oak Ridge danega genotipa pri w.informa
populaciji med oploditvijo tics.jax.or
Saa37R3R in starostjo za odstavitev
(Mus: priblizno 3-4 tedne g;;e;grge;zc
starosti). &l
Serum amyloid A | C57BL/6 | Znizane vrednosti | http://ww
3; targeted | NTac cirkulirajocega LDL, | w.informa
mutation 1 abnormalne vrednosti | jes iax.or
Velocigene c1r.kvuhrajocega ) .SfA A, g/referenc
/ tmi=delecii znizane cirkulirajocega 1322063
Saa3iMmi(KOMP)Vicg tm1=delecija holesterola, trigliceridov, | &
zniZana teza jeter, zniZana 0
dovzetnost do z dieto
povzrocene debelosti,
normalen fenotip
homeostaze/metabolizma,
povecane velikosti belih
mascobnih celic.
Serum amyloid A | C57BL/6 | Insercija Velocigene | http://ww
4; targeted | NTac cassette ~ ZEN-UDb1 | w.informa
Sagq™UKOMPVIcg | Mutation 1, Do voroct delgcuo velikosti | tjes jax or
Celicne finije | VIOC10%Ne 53084057-53087063 | na | IrEferenc
] / tm1=delecija e/J:13611

kromosomu 7.

0
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2 NAMEN DELA

Namen naloge je s pomoc¢jo bioinformati¢nih podatkovnih baz in orodij dolociti primarno,
sekundarno in terciarno strukturo razlicnih oblik SAA pri misih, jih primerjati ter pridobiti
vpogled v njihove morebitne funkcije. S pomocjo filogenetskega drevesa bo predstavljena
evolucija SAA razli¢nih zivalskih vrst in ¢loveka ter ocenjeno, kako blizu so mis$je izoforme

¢loveskim.

SPECIFICNI CILJI naloge so:

1. Doloc¢iti primarno strukturo SAAL, SAA2, SAA3, SAA-psl ter SAA4 in jih primerjati po
zaporedju ter po aminokislinski sestavi.

2. Dolociti sekundarno strukturo SAA1, SAA2, SAA3 SAA-psl ter SAA4 in primerjati

njihove deleze a-vija¢nic, B-struktur in nakljuénih zank.
3. Dologiti terciarno strukturo SAAL, SAA2, SAA3 in SAA-psl ter SAA4.

4. S pomocjo filogenetskega drevesa predstaviti evolucijo SAA ter pokazati, kako blizu so
misje izoforme SAA ¢loveskim.
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3 METODE DELA

Za karakterizacijo strukturnih in funkcijskih lastnosti misjih SAA je bilo uporabljeno ve¢
razli¢nih bioinformati¢nih portalov, podatkovnih baz in bioinformati¢nih orodij (Preglednica
4).

Preglednica 4: Uporabljena bioinformati¢na orodja in portali

Portali

Ime Spletna povezava Lastnosti portala

PubMed NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.g | PubMed vsebuje ve¢ kot 28

ov/pubmed/ milijonov citatov literature iz

Biomedicine (MEDLINE,
znanstvenih  revij in spletnih
knjig).

ExPASy https://www.expasy.org/ EXPASYy je bioinformati¢ni portal

virov SIB (Swiss Institute of
Bioinformatics), ki nam omogoca
dostop do znanstvenih baz in
programskih orodij v razli¢nih
znanstvenih podrocjih, kot so na
primer  genetika,  genomika
transkriptomika, proteomika,
filogenija, sistemska biologija,
populacijska  biologija ~ med
drugimi. Na tem portalu lahko
najdemo razli¢ne vire skupin SIB
kot tudi zunanjih institucij.

BioGSP http://biogps.org/ Portal za opis in karakterizacijo
genov in proteinskih funkcij.

Bioinformati¢ne podatkovne baze

Ime Spletna povezava Opis
Uniprot http://www.uniprot.org/ Uniprot je prosto dostopna in
visokokakovostna baza podatkov
proteinskih zaporedij in
funkcijskih informacij.
GenBank https://www.ncbi.nlm.nih.g | GenBank je podatkovna baza
ov/genbank/ vseh javno dostopnih genskih

zaporedij DNA in je del
Nacionalnega centra za
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biotehnolo$ko
(NCBI).

informacijo

MGI — Mouse Genome
Informatics

http://www.informatics.jax
.org/

MGI je mednarodna podatkovna
baza vseh laboratorijskih misi, ki
zagotavlja integrirane genetske,
genomske in bioloske podatke z
namenom lazjega proucevanja
zdravja in bolezni ljudi.

International Mouse
Strain Resource (IMSR)

http://www.findmice.org

IMSR je podatkovna baza vec
institucij, ki je bila ustvarjena za
podporo raziskovalcem, Ki
uporabljajo misi kot modele za
raziskovanje ¢loveske biologije in
bolezni.

Bioinformati¢na orodja

Sekundarna in terciarna struktura

Ime Spletna povezava Opis

SOPMA https://npsa- SOPMA je samooptimizirana
prabi.ibcp.fr/cqi- dolo¢evalna metoda sekundarnih
bin/npsa automat.pl?page= | Struktur s poravnavami.
/INPSA/npsa_sopma.html

Phyre2 http://www.sbg.bio.ic.ac.u | Phyre2 je bioinformati¢no orodje
k/phyre2/html/page.cgi?id | za analizo proteinov,
=index napovedovanje strukture, funkcij
S in mutacij proteinov.

Yaspin http://www.ibi.vu.nl/progra | Je spletno orodje skrite nevronske

ms/yaspinwww/

mreze (HNN — Hidden Neural
Network), ki uporablja algoritem
PSI-BLAST, ki izdela matriko
PSSM (Position-Specific scoring

matrix), s katero pridobimo
napoved sekundarne strukture
[23].

APSSP: Advanced
Protein Secondary
Structure Prediction
Server

http://crdd.osdd.net/raghav
alapssp/

Spletni streznik APPSPT nam
omogoca dolo¢evanje sekundarne
strukture proteina na podlagi
aminokislinskega zaporedja.

Ezmol

http://www.sbhg.bio.ic.ac.u
k/~ezmol/

Program za prikaz 3D-proteinskih
struktur.

Poravnava zaporedij

NCBI Blast

https://blast.ncbi.nlm.nih.g

Je orodje za lokalne poravnave.



http://www.findmice.org/
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
http://www.ibi.vu.nl/programs/yaspinwww/
http://www.ibi.vu.nl/programs/yaspinwww/
http://crdd.osdd.net/raghava/apssp/
http://crdd.osdd.net/raghava/apssp/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~ezmol/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~ezmol/
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ov/Blast.cgi Program omogo¢a poravnavo
nukleotidnih  ali  proteinskih
zaporedij.
Clustal Omega https://www.ebi.ac.uk/Tool | Je orodje za poravnavo 3 ali vec
s/msa/clustalo/ zaporedij.
Izris filogenetskih dreves
Clustal Omega https://www.ebi.ac.uk/Tool | Je orodje za poravnavo 3 ali vec
s/msa/clustalo/ zaporedij, ki omogoca tudi izris

filogenetskega drevesa z metodo
najblizjega soseda.



https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA

4.1 Primarne strukture SAA pri Mus musculus

Primarna struktura proteina je zaporedje aminokislin v proteinu. 1z nje lahko razberemo

aminokislinsko sestavo in dolzino proteina.
4.1.1 Primarna stuktura SAA1 (Mus musculus)
Primarna struktura SAAL je pridobljena s spletne strani Uniprot (http://www.uniprot.org).

(Slika 1). Graficna struktura protein SAA1l je pridobljena s spletne strani
http://www.rcsb.org/pdb/protein/P05366 (Slika 2).

Simbol: SAA1 IDs: MGI: 98221
Ime: Serumski amiloid Al Protein kodirajo¢ gen NCBI Gene: 20208
Sinonim: Saa-1 Uniprot: P05366
10 20 30 a0 50
MKLLTSLVFC SLLLGVCHGG FFSFVHEAFQ GAGDMWRAYT DMKEANWKNS
60 70 8@ %0 100
DKYFHARGNY DAAQRGPGGV WAAEKTSDGR EAFQEFFGRG HEDTIADQEA
110 120
NRHGRSGKDP NYYRPPGLPD KY

Slika 1: Primarna struktura SAA1 Mus musculus (Vir: http://www.uniprot.org/uniprot/P05366)

posise B Ll —
Molee. Processing  (signalpeptide. ) Serum amylaid 4-1 protein
Motif [_Impartant for amyloid fomation______

.EPfam SAA - Serum amyloid A protein

i ]

haznhasit
Phosp

Bisordr T — s |

Hydropathy '_'"%————-———'——-—*

Homology Models r

Slika 2: Grafi¢na predstavitev proteina SAA1 Mus musculus. Legenda: podatki v zelenem
okvirju so pridobljeni s spletne strani UniProtKB — prikazujejo nam zgradbo proteina, lokacijo


http://www.rcsb.org/pdb/protein/P05366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20208
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signalnega peptida, pomembna mesta v proteinu, podatki v zelenem okvirju kaZejo tudi ne-
genetske variacije s spletnih strani EXPASy in dbSNP, podatki v rumenem okvirju so s spletne
strani Pfam v povezavi s spletno stranjo HMMER3, podatki v vijoliénem so pridobljeni s
spletne stani Phosphosite in kaZejo mesta fosforilacije proteina, podatki v sivem so izracunani s

pomodjo programa BioJava: rde¢a barva oznacuje regije, ki so potencialno strukturno
neurejene, modra barva pa oznacuje regije, ki so urejene v sekundarne strukture. Rdeca barva
pri »hydropathy« oznacuje hidrofobne regije proteina, modra barva pa hidrofine regije proteina.
Podatki v rde€em okvirju nam prikazujejo modele homologije s spletnih strani SBKB in
Protein Model Portal.

Preglednica 5: Aminokislinska sestava SAA1

Aminokislina Stevilo aminokislin | Aminokislinsko zaporedje SAAl [Mus

Metionin (M) 3 musculus] z Uniprot ID-stevilko P05366

tizin_ (KI)_ sestavlja  vseh  dvajset  amminokislin.
evcin D .
(L) Najvedji delez predstavljajo glicin (12,3 %),

Treonin (T)
alanin (9,84 %), fenilalanin (7,38 %) in

Serin (S)
Valin (V) asparginska kislina (7,38 %) (Preglednica 5).

Fenilalanin (F)

NOROIW NN

Cistein (C)

Glicin (G) 15

Histidin (H)

(6]

\l

Glutaminska kislina (E)

[EEN
N

Alanin (A)

Glutamin (Q)

Asparaginska kislina (D)

Triptofan (W)

Arginin (R)

Tirozin (Y)

Asparagin (N)

Izolevcin (1)

QL0100 W O~

Prolin (P)



http://www.expasy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
http://www.phosphosite.org/
http://www.biojava.org/
http://www.sbkb.org/
http://www.proteinmodelportal.org/

Miheve U. Strukture, funkcije ter evolucijski razvoj izotipov misjega SAA z bioinf. podat. bazami in orodji.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 15

4.1.2 Primarna struktura SAA2 (Mus musculus)

Primarna struktura SAA2 je pridobljena s spletne strani Uniprot (https://www.uniprot.org)
(Slika 3). Graficna struktura protein SAA2 je pridobljena s spletne strani
http://www.rcsb.org/pdb/protein/P05367 (Slika 4).

Simbol: SAA2 IDs: MGI: 98222
Ime: Serumski amiloid A2 Protein kodirajo¢ gen NCBI Gene: 20209
Sinonim: Saa-2 Uniprot: P05367
18 28 38 48 58
MKLLTSLVFC SLLLGVCHGG FFSFIGEAFQ GAGDMWRAYT DMKEAGWKDG
60 7@ 80 9a 188
DKYFHARGNY DAAQRGPGGY WAAEKISDAR ESFQEFFGRG HEDTMADQEA
110 120
NRHGRSGKDP NYYRPPGLPA KY

Slika 3: Primarna struktura SAA2 Mus musculus (Vir: http://www.uniprot.org/uniprot/P05367)

ST T S —
Molec. Processing |\ aignakpeptide. Serum amyloid A-2 protein

RS
Pham SAA - Serum amyloid A protesn

Disord ————— e
gy —-.-l________________________
Homology Models = =}

Slika 4: Grafi¢na predstavitev proteina SAA2 Mus musculus


https://www.uniprot.org/
http://www.rcsb.org/pdb/protein/P05367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20209
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Preglednica 6: Aminokislinska sestava SAA2

Aminokislina

# aminokislin | Aminokislinsko zaporedje SAA2 [Mus musculus]

Metionin (M)

4

z Uniprot ID-stevilko P05367 sestavlja vseh

Lizin (K)

Levcin (L)

dvajset aminokislin. Najvecji delez predstavljajo

Treonin (T)

glicin (13,93 %), alanin (10,66 %), fenilalanin

Serin (S)

(7,38 %) in asparginska Kkislina (7,38 %)

Valin (V)

(Preglednica 6).

Fenilalanin (F)

Cistein (C)

NOWOH|w NN

Glicin (G)

Histidin (H)

SN

Glutaminska kislina (E)

\I

Alanin (A)

(BN
w

Glutamin (Q)

Asparaginska kislina (D)

Triptofan (W)

Arginin (R)

Tirozin (Y)

Asparagin (N)

Izolevcin (1)

Prolin (P)

I WO W| O~

4.1.3 Primarna struktura SAA3 (Mus musculus)

Primarna struktura SAA3 je pridobljena s spletne strani Uniprot (https://www.uniprot.org)

(Slika 5). Grafi¢na

struktura

protein SAA3 je pridobljena s spletne strani

http://www.rcsb.org/pdb/protein/P04918 (Slika 6).

Simbol: SAA3
Ime: Serumski amiloid 3
Sinonim: I7R3, Saa-3

IDs: MGI: 98223
Protein kodirajo¢ gen NCBI Gene: 20210
Uniprot: P04918

1

1@

MKPSIAIILC TLILGVDSQR WVQFMKEAGQ GSRDMWRAYS DMKKANWKNS

60

DKYFHARGNY DAARRGPGGA WAAKVISDAR EAVQKFTGHG AEDSRADQFA

16

NEWGRSGKDP NHFRPAGLPK RY

20 E1] 48 50

70 80 9 lee

120

Slika 5: Primarna struktura SAA3 Mus musculus (Vir: http://www.uniprot.org/uniprot/P04918)


https://www.uniprot.org/
http://www.rcsb.org/pdb/protein/P04918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20210
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PO4918 %
Molec_ P g \signakpeptide ) Serum amyloid A-3 protein
Pfam SAA - Serum amyloid A protein
Phosphosite 1 ‘
isorder = B s
Hydiopathy —_——
Secstue A e b ] w0
+
Slika 6: Grafi¢na predstavitev proteina SAA3 Mus musculus
Preglednica 7: Aminokislinska sestava SAA3
Aminokislina # aminokislin | Aminokislinsko zaporedje vzorca SAA3 [Mus
Metionin (M) 4 musculus] z Uniprot ID-stevilko P04918 sestavlja
tlzm_ (Tl)-) 140 vseh dvajset aminokislin. Najvedji  delez
evcin . . .
0, 0,
Treonin (T) 1 preles.tavljajo ala.nm_ (.13,11 %), glicin (9,84 %),
Serin (S) 8 arginin (9,02 %) in lizin (8,2 %) (Preglednica 7).
Valin (V) 4
Fenilalanin (F) 5
Cistein (C) 1
Glicin (G) 12
Histidin (H) 3
Glutaminska kislina (E) 4
Alanin (A) 16
Glutamin (Q) 5
Asparaginska kislina (D) 9
Triptofan (W) 5
Arginin (R) 11
Tirozin (Y) 4
Asparagin (N) 5
Izolevcin (1) 6
Prolin (P) 5
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4.1.4 Primarna struktura SAA4 (Mus musculus)

Primarna struktura SAA4 je pridobljena s spletne strani Uniprot (https://www.uniprot.org)

(Slika 7). Graficna struktura protein SAA4 je pridobljena s spletne strani
http://www.rcsb.org/pdb/protein/P31532) (Slika 8).
Simbol: SAA4 IDs: MGI: 98224

Ime: Serumski amiloid 4
Sinonim: Saa-4, Saa-5

Protein kodirajoc¢ega gena

NCBI Gene: 20211
Uniprot: P31532

10 20 30 40 50
MRLATVIVLC SLFLGVSGDG WYSFFREAVQ GTWDLWRAYR DNLEANYQNA
60 70 80 98 lee
DQYFYARGNY EAQQORGSGGI WAAKIISTSR KYFQGLLNRY YFGIRNHGLE
11@ 120 138
TLQATQKAEE WGRSGKMPNH FRPEGLPEKF

Slika 7: Primarna struktura SAA4 Mus musculus (Vir: http://www.uniprot.org/uniprot/P31532)

Fi1532
Wolee. Procsssng  signalpeptide.c) Setum amylod A4 protein

Plam SAA - Senum amyloid A protesn

e EE———————— e
Hydropathy T T ——— N r——
Homology Models ¥ =

Slika 8: Grafi¢na predstavitev proteina SAA4 Mus musculus


https://www.uniprot.org/
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Preglednica 8: Aminokislinska sestava SAA4

Aminokislina # aminokislin | Aminokislinsko zaporedje vzorca SAA4 [Mus

Metionin (M) musculus] z Uniprot ID-stevilko P31532 je

Lizin (K) sestavljeno iz vseh dvajsetih aminokislin. Najvegji

Levein (L) delez predstavljajo glicin (10,77 %), alanin,

Treonin (T)
arginin in lizin z enakim delezem (8,46 %)

Serin (S)
Valin (V) (Preglednica 8).

Fenilalanin (F)

Cistein (C)

Glicin (G)

Histidin (H)

Glutaminska kislina (E)

Alanin (A)

Glutamin (Q)

Asparaginska kislina (D)

Triptofan (W)

Arginin (R)

Tirozin (Y)

Asparagin (N)

Izolevcin (1)

= = = =
wlojwo Rloalslo RNk o s~vaBRlo-

Prolin (P)

4.1.5 Nukleotidno zaporedje Saa-ps (Mus musculus)

DNA-nukleotidna struktura serumskega amiloida A — pseudogena (Saa-ps) je pridobljena s
spletne strani Pubmed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) (Slika 9).

Simbol: Saa-ps IDs: MGI: 108518
Ime: serumski amiloid A, Pseudogen NCBI Gene: 20207
pseudogen GenBank: NG_001455

Sinonim: Saa pseudogen,
ENSMUSG00000061933



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20207
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CRIGIN

1 tgoacagtdga
51
121
131
241
301
361
421
451
E41
601
BE1
721
751
841
a01
Q61
1021
1051
A

actggacagsa
gatcacagoy
gagtoctttag
gotggaaaaa
tatcagyyga
ctoggrttgoa
cttgtgoooo
cotgtgttat
gacagagtaa
taagoaggac
totggttoot
tagagottgg
toaggoacto
tgactgoagt
agtgtoctoo
gtaccocacag
aataacttgo
catatggaag

Lggtocatact
coatgtagas
Loaagooaty
ggtocatgtto
Ltoagacaas
OO O
gyyttgacto
acooooctott
oooC agagac
ttotocagtoo
Lgtgootogo
Cotaaagoea
tgactgatct
Ltoagoagty
gooaaggacc
tattagotoa
cacttattag
aactgtgtga
aaagag

ascacaacac
tocagacagty
agLgotttto
ctgtggtott
tacttocaty
ctgaagtoat
tootoggaga
gotasatgoag
agtacacago
tgooctatoty
aagatocaagy
toooatgoasn
cotgtgtgto
gacacaagya
cocastocacta
guaagotgty
atgacacata
tttttoacac

agyagtagto
ttottotota
atctcttttooa
tococatooag
ctogggoaac
Ccagytaacac
Ccoaaatgags
ttacttocto
tocatgotogy
gtgattoaca
ttooagooot
tgagyasact
tgtLtothot
ctocatggot
cagacctgot
ctggggyoct
tLaggtgtgt
agagyyyagy

cotaatgagt
toatgatcto
acattactas

mande (vl ol v pu:pu |
tatgatgotg
agatagotogy
Cotagagaas
catctotgot
Ccagyootgoo
ataggotgac
CCACCCCCLT
(s (o =T e (w1 =T
agtgatgoas
fgatcagogaag
gogoctgooty
Cagacacag
aataaacaca
gygyatgtot

cagottoans
aggotgotat
gacatgggoa
aaggaagaca
CCcasagoy
Jacactoogo
grottgooagy
cagtgtagat
tocasatgoa
cagottgaco
cotggoaatt
actgtgtoca
aagagggoat
Coaacagaca
acaasatacty
cotgagbtht
tataagaaca
aatacasaay

Slika 9: Nukleotidno zaporedje Saa-ps (Mus musculus) (Vir:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_001455)

Saa-ps je pseudogen. Pseudogeni so geni, ki so zelo podobni drugemu znanemu genu na
drugem lokusu in so postali nefunkcionalni skozi evolucijo zaradi delecij, kar preprecuje
normalno transkripcijo in tudi translacijo.

4.1.6 Primerjave aminokislinskih zaporedij SAA, kodiranih v razli¢nih genih

Po aminokislinski sestavi sta si najbolj podobna SAALl in SAA2, in sicer z najvecjo
vsebnostjo glicina, alanina, asparaginske kisline ter fenilalanina. SAA3 ima najve¢ lizina ter

serina, SAA4 pa najvecjo vsebnost levcina in tirozina od vseh mi§jih SAA (Preglednica 9).

Preglednica 9: Aminokislinska sestava proteinov SAA 1-4

Aminokislina Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo
aminokislin aminokislin aminokislin aminokislin
SAAl SAA2 SAA3 SAA4
Metionin (M) 3 4 4 1
Lizin (K) 7 7 10 5
Levcin (L) 7 7 4 11
Treonin (T) 3 3 1 5
Serin (S) 6 6 8 7
Valin (V) 4 3 4 4
Fenilalanin (F) 9 9 5 8
Cistein (C) 2 2 1 1
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Glicin (G) 15 17 12 14
Histidin (H) 5 4 3 2
Glutaminska 7 7 4 8
kislina (E)

Alanin (A) 12 13 16 11
Glutamin (Q) 4 4 5 8
Asparaginska 9 9 9 4
kislina (D)

Triptofan (W) 3 3 S) 3)
Arginin (R) 8 8 11 11
Tirozin (Y) 6 6 4 9
Asparagin (N) 5 3 5 8
Izolevcin (1) 1 2 6 5
Prolin (P) 5 5 S) 3

Za primerjavo aminokislinskih zaporedij je bilo uporabljeno orodje BLAST (ang. Align
sequences protein blast). Prvi izbrani izotip je izbran kot poizvedovalno zaporedje (angl.
Query), drugi pa kot predmet (angl. Subject).

BLAST je ki je brezplatno dostopna na spletnem naslovu
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.

Program BLAST primerja nukleotidno ali proteinsko zaporedje z zaporedji iz podatkovnih

baz genomskih knjiznic in statisticno izracuna obseg ujemanja med izbranimi zaporedji.

spletna aplikacija,

Program se lahko uporablja tudi za dolo¢anje funkcionalnih in evolucijskih odnosov med
izbranimi zaporedji ter za dolocanje, v katero druzino genov spada izbrano nukleotidno oz.
aminokislinsko zaporedje (povzeto po: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, 4. 5. 2017).

4.1.6.1 Primerjava zaporedij SAA1-SAA2

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
240 bits(613) 6e-89() Compositional matrix adjust. 113/122(93%) 117/122(95%) 0/122(0%)
Features:

Query 1

. MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSF+ EAFQGAGDMWRAYTDMKEA WK+ DKYFHARGNY
Sbjct 1 MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSFIGEAFQGAGDMWRAYTDMKEAGWKDGDKYFHARGNY 68

Query 61 DAAQRGPGGVWAAEKISDGREAFQEFFGRGHEDTIADQEANRHGRSGKDPNYYRPPGLPD 120
DAAQRGPGGVWAAEKISD RE+FQEFFGRGHEDT+ADQEANRHGRSGKDPMNYYRPPGLP
Shject 61 DAAQRGPGGVWAAEK ISDARESFQEFFGRGHEDTMADQEANRHGRSGKDPNYYRPPGLPA 120
Query 121 KY 122
KY

Shjet 121 Ky 122

MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSFVHEAF%GAGDMWRAYTDMKEANNKNSDKYFHARGNY 68

Slika 10: Lokalna poravnava SAAl in SAA2 (zaporedje SAAL je Query, zaporedje SAA2
Subject, vmesna vrstica predstavlja primerjavo, e je v vmesni vrstici zapisana ¢rka
aminokisline, to pomeni, da imata zaporedji na tistem mestu enako aminokislino — ang.

Identities, s + so oznacene podobne aminokisline, to so aminokisline, ki imajo podobno kemijsko
sestavo — ang. Positives, s praznim prostorom pa so oznacena tista mesta, na katerih



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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aminokisline niso ne identi¢ne in ne podobne. Z oznako — so v zaporedju oznacene vrzeli — ang.
Gaps.)

Zaporedji SAAL in SAA2 (Slika 10) sta si popolnoma enaki v 93 % aminokislin. Razlike se
pojavijo na aminokislinskih mestih: 25, 26, 46, 49, 50, 79, 82, 95, 120. Zaporedji sta
homologni v 95 %. Homologija predstavlja evolucijsko povezanost dveh zaporedij.
Homologni proteini so se razvili iz skupnega prednika, podobnost pa je med razli¢nimi
druzinami homolognih proteinov razli¢no ohranjena. Razlikujeta se na mestih 26, 46, 50, 79,
120, na teh mestih aminokisline niso ne podobne ne identi¢ne oz. se na tistih mestih pojavijo
vrzeli.

4.1.6.2 Primerjava zaporedij SAA1-SAA3

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
152 bits(384) 5e-54() Compositional matnx adjust.  79/122(65%) 95/122(77%) 0/122(0%)

Features:

. MK +++ C L+LGV +  F+ G+ DMWRAY+DMK+ANWKNSDKYFHARGNY
Sbjct 1 MKPSIAIILCILILGVDSQRWVQFMKEAGQGSRDMWRAYSDMKKANWKNSDKYFHARGNY 68

Query 61 DAAQRGPGGVWAAEKISDGREAFQEFFGRGHEDT IADQEANRHGRSGKDPNYYRPPGLPD 126
DAA+RGPGG WAA+ ISD REA (+F G G ED+ ADQ AN GRSGKDPN++RP GLP
Shjct 61 DAARRGPGGAWAAKVISDAREAVQKF TGHGAEDSRADQFANEWGRSGKDPNHFRPAGLPK 120
Query 121 KY 122
+Y

Sbjct 121 RY 122

Query 1 MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSFVHEAF%GAGDMWRAYTDMKEANNKNSDKYFHARGNY 68

Slika 11: Lokalna poravnava SAAL in SAA3

Zaporedji SAAL in SAA3 (Slika 11) sta si popolnoma enaki v 65 % aminokislin. Razlike se
pojavijo na mestih: 3-9, 11,13,17-23, 25, 26, 29, 32, 33, 40, 44, 64, 70, 74, 75, 79, 84, 85, 87,
89, 91, 94, 95, 99, 102, 103, 112, 113, 116, 120, 121. Zaporedji sta homologni v 77 %.
Razlike so na mestih: 3-5, 9, 11, 17-20, 22, 23, 26, 29, 33, 70, 75, 79, 83, 87, 89, 91, 95, 99,
102, 103, 116, 120.
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4.1.6.3 Primerjava zaporedij SAA1-SAA4

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
138 bits(348) 2e-48() Compositional matnx adjust.  68/130(52%) 88/130(67%) 8/130(6%)
Features:

. M+L T +V CSL LGV  G++5SF A QG D+WRAY D EAN++N+D+YF+ARGNY
Sbjct 1 MRLATVIVLCSLFLGVSGDGWYSFFREAVOQGTWDLWRAYRDNLEANYQNADQYFYARGNY 6@

Query 61 DAAQRGPGGVWAAEKISDGREAFQEFFGR-------- GHEDTIADQEANRHGRSGKDPNY 112
+A QRG GG+WAA+ IS R+ F R G E A Q+A GRSGK+PN+
Sbjct 61 EAQORGSGGIWAAKIISTSRKYFQGLLNRYYFGIRNHGLETLQATQKAEEWGRSGKNPNH 128

Query 113 YRPPGLPDKY 122
+RP GLP+K+
Sbjct 121 FRPEGLPEKF 13@

Query 1 MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSFVHEAF%GAGDMWR&YTDMKEANNKNSDKYFHARGNY 68

Slika 12: Lokalna poravnava SAA 1 in SAA4

Zaporedji SAAL in SAA4 (Slika 12) sta si popolnoma enaki v 52 % aminokislin. Razlike se
pojavijo na mestih: 2, 4, 6, 7, 9,13, 17-19, 21, 22, 25, 26, 29, 32, 33, 35, 40, 42, 43, 47, 48,
50, 52, 55, 61, 63, 67, 70, 74, 75, 78, 79, 81, 82, 85-88, 90-97, 99, 101-103, 105, 107,
109-111, 117, 120, 121, 124, 128, 130. Zaporedji sta homologni v 67 %. Razlike so na
mestih: 4, 6, 9, 13, 17-19, 25, 26, 29, 32, 33, 40, 42, 43, 63, 67, 75, 78, 79, 82, 85-88, 90-97,
99, 101-103, 105, 109-111, 124.

4.1.6.4 Primerjava zaporedij SAA2-SAA3

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
147 bits(370) 6e-52() Compositional matrix adjust.  76/122(62%) 94/122(77%) 0/122(0%)
Features:

Query 1 MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSFIGEAFQGAGDMWRAYTDMKEAGWKDGDKYFHARGNY 6@
. MK +++ C L+LGV + F+ G+ DMWRAY+DMK+A WK+ DKYFHARGNY
Sbjet 1 MKPSIAITILCILILGVDSQRWVQFMKEAGQGSRDMWRAYSDMKKANWKNSDKYFHARGNY 6@

Query 61 DAAQRGPGGVWAAEKISDARESFQEFFGRGHEDTMADQEANRHGRSGKDPNYYRPPGLPA 120
DAA+RGPGG WAA+ ISDARE+ Q+F G G ED+ ADQ AN GRSGKDPN++RP GLP
Sbjct 61 DAARRGPGGAWAAKVISDAREAVQKFTGHGAEDSRADQFANEWGRSGKDPNHFRPAGLPK 126

Query 121 K¥ 122
+
Shjct 121 RY 122

Slika 13: Lokalna poravnava SAA2 in SAA3

Zaporedji SAA2 in SAA3 (Slika 13) sta si popolnoma enaki v 62 % aminokislin. Razlike se
pojavijo na mestih: 3-9, 11, 13, 17-20, 21-23, 25 26, 29, 32, 33, 40, 44, 46, 49, 50, 64, 70,
74, 75, 82, 83, 85, 87, 89, 91, 94, 95, 99, 102, 103, 112, 113, 116, 120, 121. Zaporedji sta
homologni v 77 %. Razlike so na mestih: 3-5, 9, 11, 17-20, 22, 23, 26, 29, 33, 46, 50, 70, 75,
83, 87, 89, 91, 95, 99, 102, 103, 116, 120.
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4.1.6.5 Primerjava zaporedij SAA2-SAA4

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
134 bits(336) 1e-46() Compositional matrix adjust.  66/130(51%) 86/130(66%) 8/130(6%)

Features:

. M+L T +V CSL LGV  G++5F G D+WRAY D EA +++ D+YF+ARGNY
Sbjct 1 MRLATVIVLCSLFLGVSGDGWYSFFREAVQGTWDLWRAYRDNLEANYQNADQYFYARGNY 6@

Query 61 DAAQRGPGGVWAAEKISDARESFQEFFGR-------- GHEDTMADQEANRHGRSGKDPNY 112
+A QRG GG+WAA+ IS +R+ F R G E A Q+A GRSGK+PN+
Sbjct b1 EAQQRGSGGIWAAKITSTSRKYFQGLLNRYYFGIRNHGLETLQATQKAEEWGRSGKNPNH 128

Query 113 YRPPGLPAKY 122
+RP GLP K+
Sbjct 121 FRPEGLPEKF 13@

Query 1 MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSFIGEAF%GQGDMWR&YTDMKEQGNKDGDKYFHARGNY 6@

Slika 14: Lokalna poravnava SAA2 in SAA4

Zaporedji SAA2 in SAA4 (Slika 14) sta si popolnoma enaki v 51 % aminokislin. Razlike se
pojavijo na mestih: 2, 4, 6, 7, 9, 13, 17-19, 21, 22, 25, 26, 29, 32, 33, 35, 40, 42, 43, 46-50,
52, 55, 61, 63, 67, 70, 74, 75, 78, 79, 81, 82, 85-88, 90-97, 99, 101-103, 105, 107, 109-111,
117, 120, 121, 124, 128, 130. Zaporedji sta homologni v 66 %. Razlike se pojavijo na mestih:
4,6,9, 13, 17-19, 25, 26, 29, 32, 33, 40, 42, 43, 46, 50, 63, 67, 75, 78, 82, 85-88, 90-97, 99,
101-103, 105, 109-111, 124, 128.

4.1.6.6 Primerjava zaporedij SAA3-SAA4

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
141 bits(355) 2e-49() Compositional matrix adjust.  66/130(51%) 88/130(67%) 8/130(6%)

Features:

Query 1 MKPSIQIILCILILGVDSQRNVQFMKEAG GSROMWRAYSDMKKANWKNSDKYFHARGNY 66
M+ + TI+LC L LGV +EA QG+ D+WRAY D  +AN++N+D+YF+ARGNY

Sbjct 1 MRLATVIVLCSLFLGVSGDGNYSFFREAV GTWDLWRAYRDNLEANYQNADQYFYARGNY 6@
Query 61 DAARRGPGGAWAAKVISDAREAVOKFT-------- GHGAEDSRADQFANEWGRSGKDPNH 112
+A +RG GG WAAK+IS +R+ HG E +A Q A EWGRSGK+PNH

Sbjct b1 EAQORGSGGIWAAKITISTSRKYFQGLLNRYYFGIRNHGLETLQATQKAEEWGRSGKNPNH 128

Query 113 FRPAGLPKRY 122
FRP GLP+++
Sbjet 121 FRPEGLPEKF 130

Slika 15: Lokalna poravnava SAA3 in SAA4

Zaporedji SAA3 in SAA4 (Slika 15) sta si popolnoma enaki v 51 % aminokislin. Razlike se
pojavijo na mestih: 2-6, 8, 11, 13, 17-20, 22, 23, 25, 26, 29, 32, 33, 35, 40, 42-44, 47, 48, 50,
52, 55, 61, 63, 64, 67, 70, 75, 78, 79, 81-83, 85-96, 99, 101-103, 105, 107, 109, 117, 124,
128-130. Zaporedji sta homologni v 67 %. Razlike se pojavijo na mestih: 3, 5, 6, 11, 13,
17-20, 22, 23, 25, 29, 33, 40, 42, 43, 63, 67, 70, 78, 79, 82, 83, 85-96, 99, 101, 102, 105, 107,
109, 124.
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4.1.6.7 Medsebojna primerjava zaporedij SAAL, SAA2, SAA3 in SAA4

Poravnava aminokislinskih zaporedij razli¢nih izotipov nam pokaze pregled nad podobnostmi
in razlikami med zaporedji. Najbolj podobna sta si izotipa SAA1 in SAA2. Njuna identi¢nost
je kar 93-odstotna. Od njiju se najmanj razlikuje SAA3, ki je z SAA1 in SAA2 homologen v
77 %. Pri identi¢nosti v relacijah SAA1/SAA3 in SAA2/SAA3 pa prihaja do majhnih razlik.
SAA1 in SAA3 sta identi¢na v 65 %, SAA2 in SAA3 pa sta identi¢na v 62 % (Preglednica
10).

Preglednica 10: Delezi podobnosti in identi¢nosti proteinov SAA pri Mus musculus

Identié¢nost

% SAA2 SAA3 SAA4
B .S SAAL 93 65 52
c
s < SAA2 62
S E SAA3
Q -

SAA4

SAA4 je od vseh treh ostalih proteinov vecji za 8 aminokislin. Iz poravnave vseh Stirih
zaporedij opazimo, da odsek NRYYFGIR ni prisoten drugje (Slika 16). Pri primerjavi
identi¢nosti in homologije SAA4 z ostalimi proteini pa prihaja do minimalnih razlik (1 %)
Njegovo zaporedje je $e najbolj podobno zaporedju SAAL, z 52-odstotno identi¢nostjo in z
67-odstotno homologijo.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
sp|P31532 | SAM_MOUSE MRLATVIVLCSLFLGVSGDGWYSFFREAVQGTWDLWRAYRDNLEANYQNADQYFYARGNY 60
sp|P@4918 | SAA3_MOUSE MKPSIAIILCILILGVDSQRWVQFMKEAGQGSRDMARAYSDMKKANWKNSDKYFHARGNY 60
sp|P@5366 | SAAL_MOUSE MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSFVHEAFQGAGDMARAYTDMKEANWKNSDKYFHARGNY 60
sp|P@5367 | SAA2_MOUSE MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFF SFIGEAFQGAGDMARAYTDMKEAGWKDGDKYFHARGNY 60
Jk: ::::* JIC::*JIHIC H _DOt_ *k JKDK: *:JKJKDKJK * :*_:::_JK:**:**JK**
sp|P31532 | SAM_MOUSE EAQQRGSGGIWAAKTISTSRKYFQGLLNRYYFGIRNHGLETLQATQKAEEWGRSGKNPNH 128
sp|P@4918 | SAA3_MOUSE DAARRGPGGANAAKVISDAREAVQKFT - - - - - - - GHGAEDSRADQFANEWGRSGKDPNH 112
sp|P@5366 | SAAL_MOUSE DAAQRGPGGVWAAEKISDGREAFQEFF - - - - - - - GRGHEDTIADQEANRHGRSGKDPNY 112
sp|P@5367 | SAA2_MOUSE DAAQRGPGGVWAAEKTSDARESFQEFF - - - - - - - GRGHEDTMADQEANRHGRSGKDPNY 112
:JK :JIC* ¥k JIHIC:*: L _JIC: _DOt . _:DK * E . JOC:_ ***JK*:JK*:
sp|P31532| SAA4_MOUSE FRPEGLPEKF 130
sp|P@4918 | SAA3_MOUSE FRPAGLPKRY 122
sp|P@5366 | SAAL_MOUSE YRPPGLPDKY 122
sp|P@5367 | SAA2_MOUSE YRPPGLPAKY 122
:JK* EE .
Slika  16:  Poravnava zaporedij SAAl, SAA2, SAA3 in SAA4 (Vir:

https://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolresult.ebi?jobld=clustalo-120180427-092926-0766-
33773401-pg&analysis=alignments); znak * pomeni, da je aminokislina v vseh zaporedjih enaka;
znaka . 0z. : ponazarjata podobne aminoKkisline, pri ¢emer znak : pomeni ve¢jo podobnost kot
znak ., prazen prostor pa oznacuje mesta, na katerih se aminokisline med seboj razlikujejo.
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Odsotnost odseka zaporedja aminokislin NRYYFGIR pri SAAL1, SAA2 in SAA3 bi lahko
pomenila, da je v preteklosti prislo do razvoja genov Saa iz enega samega gena. Delecije v
zaporedjih so pogostejse od insercij, substitucij in podvojitev, zato lahko sklepamo, da je
SAA4 z daljSim zaporedjem aminokislin (v nasem primeru SAA4) najstarejsSi znotraj druzine
SAA.

4.2 Sekundarne strukture SAA pri Mus musculus

Sekundarna struktura proteina nam predstavlja drugi nivo strukture proteinov in nam
prikazuje lokalno konformacijo segmentov proteina. Posamezne aminokisline se med seboj
povezejo z razlicnimi kemijskimi vezmi (ionske, vodikove, kovalentne). Sekundarne
strukturne elemente predstavljajo alfa vijacnice, beta strukture in naklju¢ne zanke.

Za pridobitev sekundarnih struktur proteinov je bilo uporabljeno orodje SOPMA
(ang. Self-Optimized Prediction Method with Alignment), ki je brezpla¢no dostopna spletna
aplikacija na spletnem naslovu
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html.

4.2.1 Sekundarna stuktura SAAL (Mus musculus)

10 20 30 40 50 60 70
I | | | | | I
MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSFVHEAFQGAGDMWRAYTDMKEANWKNSDKYFHARGNYDAAQRGPGGV
hhhhhhhhhheeeeeccttteeeehhhhhcthhhhhhhhhhhhhh eeectt hht e
WAAEKISDGREAFQEFFGRGHEDTIADQEANRHGRSGKDPNYYRPPGLPDKY

eehhhhhtchhhhhhhhttt hhhhhh tt

SOPMA :
Alpha helix (Hh) : 50 is 40.98%
35, helix (Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix (Ii) : 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 15 is 12.30%
Beta turn (Tt) : 13 is 10.66%
Bend region (Ss) : 0 is 0.00%
Random coil (Cc) : 44 is 36.07%
Ambiguous states (?) : 0 is 0.00%
Other states : 0 is 0.00%

48 68 e 1

e
1
28

LT
1 1
ae


https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
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28 48 68 8a 188
Parameters :
Window width : 17
Similarity threshold : 8
Number of states 3 4

Slika 17: Napoved sekundarne strukture SAA1 Mus musculus s spletnim orodjem SOPMA (Vir:
https://npsa-prabi.ibcp.fr/tmp/b8f0f85947b7.sopma; 1D: b8f0f85947h7)

Spletno orodje SOPMA (ID: b8f0f85947b7) nakazuje, da naj bi struktura SAAL vsebovala:

50 aminokislinskih mest, ki predstavljajo alfa vija¢nice, kar predstavlja 40,98-odstotni delez
celotnega zaporedja, 44 aminokislinskih mest, ki predstavljajo nakljune zanke, kar
predstavlja 36,07-odstotni delez celotnega zaporedja, 28 aminokislinskih mest, ki
predstavljajo beta strukture, kar predstavlja 22,96-odstotni delez celotnega zaporedja (Slika
17).

Poleg spletnega orodja SOPMA je bilo uporabljeno Se spletno orodje Yaspin (SAAL joblD:
7d0d56624dca977d1884f0899151b20, SAA2joblID: 4abd7feab0f05a598134eb7fe5eb78f6,
SAA3 joblD: d4ec6aedf2f3681b4d745a29a85d1834, SAA4 jobID:
bc83812fbceb9098094b667f18c99189) in spletno orodje APSSP (SAAL joblD:18376, SAA2
joblD:13073, SAA3 job 1D:61818, SAA4 joblD: 11928) (ang. Advanced Protein Secondary
Structure Prediction Server).

S pomodjo Googlovega Ucenjaka (https://scholar.google.si/schhp?hl=sl&as sdt=0,5) je bila
preverjena Se citiranost orodij za dolo¢evanje sekundarnih struktur:

Orodje SOPMA: ¢lanek citiran 1253-krat, vir iz leta 1995 (G. Deleage 1995).

Orodje Yaspin: ¢lanek citiran 257-krat, vir iz leta 2005 (K. Lin 2005).

Orodje APSSP: ¢lanek citiran 64-krat, vir iz leta 1993 (T. Yi, 1993).

Rezultati posameznih spletnih orodij so prikazani (Preglednica 11). Za vsako sekundarno
strukturo je bilo izraCunano povprecje. Rezultati kazejo, da je SAA1 sestavljen ve€inoma iz
alfa vijacnic (47,0 %) in nakljuénih zank (34,1 %). Beta strukture predstavljajo 18,9 %
celotnega miSjega SAAL.



https://scholar.google.si/schhp?hl=sl&as_sdt=0,5
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Preglednica 11: Delezi sekundarnih struktur v SAA1 v odstotkih (%0)

Alfa vijac¢nica (o) Beta struktura () Naklju¢na zanka
SOPMA 41,0 23,0 36,0
YASPIN 41,0 22,1 36,9
APSSP 59,1 11,6 29,3
Povprecje 47,0 18,9 34,1

4.2.2 Sekundarna stuktura SAA2 (Mus musculus)

10 20 30 40 50

60

70

MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSFIGEAFQGAGDMWRAYTDMKEAGWKDGDKYFHARGNYDAAQRGPGGV

hhhhhhhhhheeee ttceeeeehhhhcthhhhhhhhhhhhhttccttcheeeett

WAAEKISDARESFQEFFGRGHEDTMADQEANRHGRSGKDPNYYRPPGLPAKY

hht e

eehhhhhhhhhhhhhhhtt hhhhhhh tt
Sequence length : 122
SOPMA :
Alpha helix (Hh) : 52 is 42.62%
3, helix (Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix (1i) : 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 16 is 13.11%
Beta turn (Tt) : 14 is 11.48%
Bend region (Ss) : 0 is 0.00%
Random coil (Cc) : 40 is 32.79%
Ambiguous states (?) : 0 is 0.00%
Other states : 0 is 0.00%
e oo
28 48 68 8a 188
28 48 68 8a 188
Parameters :
Window width 17

Similarity threshold : 8
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Number of states : 4

Slika 18: Napoved sekundarne strukture SAA2 Mus musculus s spletnim orodjem SOPMA (Vir:
https://npsa-prabi.ibcp.fritmp/cfc57bf5bab3.sopma; (ID: cfc57bf5bab3)

Spletno orodje SOPMA (ID: cfc57bf5bab3) nakazuje, da naj bi struktura SAA2 vsebovala:

52 aminokislinskih mest, ki predstavljajo alfa vija¢nice, kar predstavlja 42,62-odstotni delez
celotnega zaporedja, 40 aminokislinskih mest, ki predstavljajo naklju¢ne zanke, kar
predstavlja 32,79-odstotni delez celotnega zaporedja, 30 aminokislinskih mest, ki
predstavljajo beta strukture, kar predstavlja 24,59-odstotni delez celotnega zaporedja (Slika
18).

Poleg spletnega orodja SOPMA sta bili uporabljeni Se spletni orodji Yaspin in APSSP.
Rezultati posameznih spletnih orodij so prikazani (Preglednica 12). Za vsako sekundarno
strukturo sem izracunala povprecje. Rezultati kazejo, da je SAA2 sestavljen vec¢inoma iz alfa
vija¢nic (43,5 %) in naklju¢nih zank (37,1 %). Beta strukture predstavljajo 19,4 % celotnega
miSjega SAA2.

Preglednica 12: Delezi sekundarnih struktur v SAA2 v odstotkih (%6)

Alfa vijacnica (o) Beta struktura () Naklju¢na zanka
SOPMA 42,6 24,6 32,8
Yaspin 41,0 22,1 36,9
APSSP 47,0 11,6 41,5
Povprecje 435 19,4 37,1

4.2.3 Sekundarna stuktura SAA3 (Mus musculus)

10 20 30 40 50 60 70
I | | | | | I
MKPSIATIILCILILGVDSQRWVQFMKEAGQGSRDMWRAYSDMKKANWKNSDKYFHARGNYDAARRGPGGA
tthheeeeeeeeeccthhhhhhhhhttttchhhhhhhhhhhhtt heeectt
WAAKVISDAREAVQKFTGHGAEDSRADQFANEWGRSGKDPNHFRPAGLPKRY

hhhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhht tt

Sequence length : 122

SOPMA :
Alpha helix (Hh) : 50 is 40.98%
35, helix (Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix (Ii) : 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 12 is  9.84%

Beta turn (Tt) : 14 is 11.48%




Mihevc U. Strukture, funkcije ter evolucijski razvoj izotipov miSjega SAA z bioinf. podat. bazami in orodji.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 30

Bend region (Ss) : 0 is 0.00%
Random coil (Cc) : 46 is 37.70%
Ambiguous states (?) 0 is 0.00%
Other states 0 is 0.00%

aa 1688

T
H|||||||‘H||||||||||||||||H‘HHH‘
60

28 48

Parameters :
Window width 17
Similarity threshold : 8
Number of states : 4

Slika 19: Napoved sekundarne strukture SAA3 Mus musculus s spletnim orodjem SOPMA (Vir:
https://npsa-prabi.ibcp.fr/itmp/a4a9e3768c34.sopma; ID: a4a9e3768c34)

Spletno orodje SOPMA (ID: a4a9e3768c34) nakazuje, da naj bi struktura SAA3 vsebovala:
50 aminokislinskih mest, ki predstavljajo alfa vija¢nice, kar predstavlja 40,98-odstotni delez
celotnega zaporedja, 46 aminokislinskih mest, ki predstavljajo naklju¢ne zanke, kar
predstavlja 37,70-odstotni ki
predstavljajo beta strukture, kar predstavlja 21,32-odstotni delez celotnega zaporedja (Slika
19).

Poleg spletnega orodja SOPMA sta bili uporabljeni Se spletni orodji Yaspin in APSSP.
Rezultati posameznih spletnih orodij so prikazani (Preglednica 13). Za vsako sekundarno

delez celotnega zaporedja, 26 aminokislinskih mest,

strukturo je bilo izraCunano povpre¢je. Rezultati kazejo, da je SAA3 sestavljen ve¢inoma iz
alfa vijacnic (41,1 %) in naklju¢nih zank (39,5 %). Beta strukture predstavljajo 19,2 %
celotnega misjega SAA3.

Preglednica 13: Delezi sekundarnih struktur v SAA3 v odstotkih (%)

Alfa vija¢nica (o) Beta struktura () Naklju¢na zanka
SOPMA 40,1 21,3 37,7
Yaspin 36,1 24,6 39,3
APSSP 47 11,6 41,5
Povprecje 41,1 19,2 39,5
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4.2.4 Sekundarna stuktura SAA4 (Mus musculus)
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Sequence length : 130
SOPMA :

Alpha helix (Hh) : 69 is 53.08%

35, helix (Gg) : 0 is 0.00%

Pi helix (Ii) : @ is 0.00%

Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%

Extended strand (Ee) : 19 is 14.62%

Beta turn (Tt) : 11 is  8.46%

Bend region (Ss) : 0 is 0.00%

Random coil (Cc) : 31 is 23.85%

Ambiguous states (?) : 0 is 0.00%

Other states : 0 is 0.00%
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Parameters :
Window width . 17
Similarity threshold : 8
Number of states : 4

Slika 20: Napoved sekundarne strukture SAA4 Mus musculus s spletnim orodjem SOPMA (Vir:
https://npsa-prabi.ibcp.fr/tmp/5175a94b2053.sopma; 1D: 5175a94b2053)

Spletno orodje SOPMA (ID: 5175a94b2053) nakazuje, da naj bi struktura SAA4 vsebovala:
69 aminokislinskih mest, ki predstavljajo alfa vijacnice, kar predstavlja 53,08-odstotni delez
celotnega zaporedja, 31 aminokislinskih mest, ki predstavljajo nakljune zanke, kar
predstavlja 23,85-odstotni delez celotnega zaporedja, 30 aminokislinskih mest, ki
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predstavljajo beta strukture, kar predstavlja 23,08-odstotni delez celotnega zaporedja (Slika
20).

Poleg spletnega orodja SOPMA sta bili uporabljeni Se spletni orodji Yaspin in APSSP.
Rezultate posameznih spletnih orodij za SAA4 so prikazani (Preglednica 14). Za vsako
sekundarno strukturo je bilo izra¢unano povprec¢je. Rezultati kazejo, da je SAA4 sestavljen
veéinoma iz alfa vijacnic (45,4 %) in nakljuc¢nih zank (34,9 %). Beta strukture predstavljajo
18,8 % celotnega miSjega SAAA4.

Preglednica 14: Delezi sekundarnih struktur v SAA4 v odstotkih (%0)

Alfa vijacnica (a) Beta struktura (f3) Nakljucna zanka
SOPMA 53,1 23,1 23,6
Yaspin 36,1 22,3 39,2
APSSP 47,1 11,0 41,9
Povprecje 454 18,8 34,9

4.2.5 Medsebojne primerjave sekundarnih struktur SAA proteinov pri Mus musculus

Za ocenitev sekundarnih struktur SAA je bilo uporabljenih ve¢ spletnih orodij. Vsi proteini
SAA so si po delezu posameznih sekundarnih struktur zelo podobni (Preglednica 15).

ey e

ey e

vijacnic vsebuje SAA3, in sicer 41,1 %. SAA2 vsebuje najvecji delez beta struktur (19,4 %)
med vsemi proteini. SAA3 pa vsebuje najvedji delez nakljuénih zank (39,5 %) med izbranimi
proteini. Glavne spremembe aminokislin med SAA1, SAA2 in SAA3 se pojavljajo znotraj
alfa vijacnic, kar ima velik vpliv na strukturo. Razli¢ne aminokisline imajo razli¢ne lastnosti
tvorjenja alfa vijaénic. Aminokisline metionin, alanin, levcin, glutaminska Kislina in lizin
imajo lastnosti za tvorjenje alfa vijacnic, prolin in glicin pa po navadi ne tvorita alfa vija¢nic,
ker ne moreta donirati amidne vodikove vezi (https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha_helix).

Preglednica 15: Napovedi deleZev sekundarnih struktur za posamezni izotip serumskega
amiloida A v odstotkih (%)

Alfa vija¢nice Beta strukture Nakljuéna zanka 5
SAA1 47,0 18,9 34,1 100,0
SAA2 43,5 19,4 37,1 100,0
SAA3 41,1 19,2 39,5 99,8
SAA4 454 18,8 34,9 99,1



https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha_helix

Miheve U. Strukture, funkcije ter evolucijski razvoj izotipov misjega SAA z bioinf. podat. bazami in orodji.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 33

4.3 Terciarne strukture SAA pri Mus musculus

Terciarna struktura predstavlja prostorsko organizacijo polipeptidne verige. Struktura je
stabilizirana s hidrofobnimi interakcijami med nepolarnimi stranskimi verigami aminokislin v
jedru proteina. Protein se zvije tako, da v notranjost skrije nepolarne ostanke, polarni pa bodo
na zunanji strani tvorili vodikove vezi s polarnimi aminokislinskimi stranskimi verigami.

Za pridobitev terciarnih struktur proteinov sem uporabila orodje PHYRE2 (Protein
Homology/analogY Recognition Engine). Phyre 2 je spletno orodje, ki je dostopno
brezplacno na spletnem naslovu:
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).

4.3.1 Sekundarne strukture, pomembne za terciarno strukturo

SAAl

SAAL naj bi bil po napovedih orodja Phyre 2 (JoblD: ch595412abe9ef4) sestavljen iz snopa 4
alfa vijacnic. Prva vijacnica je dolZine 46 aminokislin (od 2. do 47. mesta v zaporedju) (Slika
21). Signalni peptid poteka od 1 do 19 (dolzine 19 AK).

- “ -

VCH FFSFVHEAFQ DMWRAY TOMKE ANWENSDKYFHARGNY
LALLTTTTTTTTUTTTRTITRRLURRRARARAN SAURRARARRN

| — a— - =

p O
o

QEANRMHGR KD NYYR LPD
-

aaaaan

LUURRRRA ATUUUTURRRRASRN

T 2 rrrYrIRFRRYXRERYERERRYRIYRY

Confidence Key
Highisi IR :I.Lca (0)
T Disordered [ 28%)
% Alpha vl [ T5%)
=+ Bata strand { %)

Slika 21: Sekundarna struktura SAAL z grafi¢no razvidnimi alfa vija¢nicami (Phyre 2; jobID:
0cb595412abe9ef4)


http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrophobe
http://en.wikipedia.org/wiki/Non-polar
http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_nucleus
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index

Mihevc U. Strukture, funkcije ter evolucijski razvoj izotipov misjega SAA z bioinf. podat. bazami in orodji.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 34

SAA2
SAA2 naj bi bila po napovedi orodja Phyre 2 (job ID: 726c2ed1117d14ba ) sestavljena iz

snopa 4 alfa vijacnic. Signalni peptid poteka od 1. do 19. mesta zaporedja in je dolg 19 AK
(Slika 22).
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Slika 22: Sekundarna struktura SAA2 z grafi¢no razvidnimi alfa vija¢nicami (Phyre 2; jobID:
726c2ed1117d14ba)
SAA3
SAAB3 naj bi bil po napovedi orodja Phyre 2 (job ID: 29d4b2c22be56849) sestavljen iz snopa

5 alfa vija¢nic. Signalni peptid poteka od 1. do 19. mesta zaporedja in je dolg 19 AK (Slika
23).
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Slika 23: Sekundarna struktura Saa3 z grafi¢no razvidnimi alfa vija¢nicami (Phyre 2; jobID:
29d4b2c22be56849)
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SAA4 naj bi bila po napovedi orodja Phyre 2 (job ID: 29d4b2c22be56849) sestavljena iz

snopa 5 vija¢nic. Signalni peptid poteka od 1. do 18. mesta zaporedja in je dolg 18 AK (Slika
24).
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Slika 24: Sekundarna struktura SAA4 z grafi¢no razvidnimi alfa vija¢nicami (Phyre 2; jobID:
753258fd1e43fa62)

4.4 Kvartarne strukture serumskega amiloida A pri Mus musculus

Na svetovnem spletu je do sedaj objavljena le kristalna struktura proteina SAA3 pri Mus
musculus. Kvartarna struktura proteina SAA3 je sestavljena iz $tirih monomerov, kjer je vsak
sestavljen iz snopa Stirih alfa vijacnic (Slika 25, Slika 26, Slika 27, Preglednica 16).

Slika 25: Kristalna struktura proteina SAA3 (Vir: https://www.rcsb.org/structure/4Q5G,
23. 6.2018)
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(Vir: https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/4qg5g/analysis, 31. 7. 2018)

Preglednica 16:

Slika 26: Slika dimerov Kkristalne strukture proteina SAA3

Sestava kvartarne strukture SAA3

SAA3 Vir: Stevilo AK Sestava
Monomer A https://www.ncbi.nl | 104 AK 3-27 a-vijacnica 1
m.nih.gov/protein/85 33-46 a-vijacnica 2
9067102 49-68 a-vijacnica 3
78-88 a-vijacnica 4
Monomer B https://www.ncbi.nl | 104 AK 5-27 a-vijacnica 5
m.nih.gov/protein/85 33-45 a-vijacnica 6
9067103 49-68 a-vijacnica 7
78-88 a-vijacnica 8
Monomer A_1 | https://www.ncbi.nl | 104 AK 3-27 a-vijacnica 1
m.nih.gov/protein/85 33-46 a-vijacnica 2
9067102 49-68 a-vijacnica 3
78-88 a-vijac¢nica 4
Monomer B_1 | https://www.ncbi.nl | 104 AK 5-27 a-vijacnica 5

m.nih.gov/protein/85
9067103

33-45 a-vijacnica 6
49-68 a-vijacnica 7
78-88 a-vijacnica 8



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/859067103
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mSaal
mSaal
mSaaZ2
hSAAl
hSAAZ
mSaa3 71 122
mSaal 71 122
mSaaz 71 122
hSAAl i 6 R 0 122
hSAAZ2 71 EVESNARENIQRLT AEDSLADD 122

Slika 27: Poravnava misjih in ¢loveskih zaporedij SAA — z rdeco odebeljeno ¢rto so oznacene
A-vijanice, s ¢rno tanko ¢rto pa so oznacfene ostale sekundarne strukture proteinov (Vir:
https://elifesciences.org/articles/03206#fig4s1, 31. 7. 2018)

V zadnjih desetletjih je bilo veliko objav v zvezi s potencialnimi vlogami proteinov SAA [10,
37, 44]. Med zelo zanimivimi in pomembnimi vlogami je gotovo vezava SAA z retinolom in
posledi¢no mozna zas¢itna vloga pri infekcijah.

Retinol, ki ga poznamo tudi kot vitamin Al, ima pomembno vlogo pri imunskem odzivu ob
infekciji. Pomanjkanje vitamina A zmanj$uje prirojeno imunost s preprecevanjem normalne
regeneracije sluzni¢nih ovir, poskodovanih zaradi okuzbe, in z zmanjSevanjem delovanja
nevtrofilcev, makrofagov in naravnih celic ubijalk. Vitamin A je potreben tudi za
prilagodljivo imunost in ima vlogo pri razvoju obeh T-helper (Th) celic in B-celic [36]. Ker
nivo proteinov druzine SAA med infekcijo naraste, so raziskovalci zaceli ugotavljati
potencialno vlogo proteinov SAA pri odzivu na infekcijo. Derebe in sodelavci so odkrili, da
misi, hranjene po dieti z malo vitamina A, proizvedejo manj proteinov SAA v jetrnih in
crevesnih celicah. Vendar pa celice zacnejo znova proizvajati proteine SAA, Ce jih tretiramo z
retinolom. Prav tako so odkrili povezavo proteinov SAA in retinola v krvnih vzorcih misk, ki
so bile okuzene s salmonelo [12].

Derebe in sodelavci so leta 2014 razresili tudi kristalno strukturo misjega proteina SAA in
dokazali, da Stiri med seboj povezane molekule SAA tvorijo hidrofobni »zep«, ki zadrzi
molekulo retinola [12]. Monomer miSjega proteina SAA3 je stabiliziran z mrezo vodikovih
vezi med ohranjenimi aminokislinami in vodnimi molekulami v monomeru. C-terminalni
ostanek se ovije okoli heliksov, kar povzroé¢i nastanek Stevilnih interakcij vodikovih vezi, ki
Se dodatno pripomorejo k stabilnosti monomera. Tetramer miSjega proteina SAA3 je
sestavljen iz dveh sklopov tesnih dimerov, oznac¢enih z al-02 in a3-a4, povezanih s kratko
zanko (Slika 28 A). Interakcije, ki so rezultat tesno zvitega a3-heliksa, ki je primarno
sestavljen iz nepolarnih aminokislin, med dimeri povzrocijo, da v tetrameru nastane prazen
notranji »zep« tetramera, Ki ga obdajajo preostali heliksi, ki ustvarjajo hidrofobno notranjost,
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zaS¢iteno pred zunanjim, hidrofilnim okoljem. Retinol, ki je nepolarna lipidna molekula, pa za
transport med tkivi in celicami potrebuje nepolarno, hidrofobno okolje [12].

A

Slika 28: (A) Struktura monomera SAAS3 (stranski pogled) z oznaenimi heliksi in ozna¢enima
N- in C-koncem. (B) Tetramer proteina SAA3. Verige, ki tvorijo dimerne pare, so oznafene z
roznato in modro barvo [12]

4.5 Funkcije miSjih SAA

Razli¢ne funkcije proteinov SAA so iz literature povzete v posodobljenih preglednih ¢lankih
[10, 37, 44], vendar nam lahko Portal NCBI in bioinformati¢na orodja in podatkovne baze
nudijo tudi zbirko podatkov o posameznih genih Saa. Za vsak gen posebej so zbrani podatki o
lokaciji gena, njegovi ekspresiji, podatki o genski ontologiji in homologiji. Zbrani so tudi
osnovni podatki o proteinu, ki ga kodira gen, ter bibliografija, kje je gen omenjen
(Preglednica 17).
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Preglednica 17: GeneRifs (ang. Gene Reference Into Function) funkcije, procesi, lokalizacija ter
interakcije posameznih izotopov SAA

SAAL vir:
GeneRIEs - Z(_iruievgnje SAAl v celiénf:rn rn_odelu moti celoYito_st
(ang. Gene yenkularmh membran ter vodi do lizosomskega uhajanja
in apoptoti¢ne smrti.
References  Into | (https://vww.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/28637682)
Functions ) - A-SAA so lahko pomemben kazalnik izpostavitve
ozonu.
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/28533327)
- SAA in TLR4 imata pomembno vlogo pri koznih
vnetjih.
(https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/27502577)
- Prekomerno izrazen SAA1 povro¢i depresivno
obnasanje pri miSih.
(https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/27608955)
- Amiloidno odlaganje SAAL, pod dolgotrajno dieto z
visoko vsebnostjo mascob, je povezano s komplikacijami
debelosti, ki jo povzroca prehrana z visoko vsebnostjo
mascob, in presnovnimi motnjami. https://www.ncbi.
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/27218680) nlm.nih.gov/gene/
20208#summary
Funkcije - Vezava na receptorje, vezane na G-protein,
- kemoatraktantska aktivnost,
- vezava heparina.
Procesi - Akutno fazni odziv,
- celi¢na kemotaksa,
- metaboli¢ni proces holesterola,
- 0dziv na bakterijo.
Lokalizacija - Citoplazemska, mikrotubuli,
- ekstracelularna regija,
- ekstracelularni prostor,
- lipoproteinski delec z visoko gostoto.
Interakcije SAAL sodeluje v interakcijah s 33 markerji.
SAA2
GeneRIFs - Misi CE/J imajo funkcionalne gene Saal in Saa2 z

identi¢nim aminokislinskim zaporedjem.
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24228751)

- Raznolikost in kompleksnost misjih genov Saal in Saa2.
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24521869)

- Odsotnost endogenega SAAL.1l in 2.1 ne vpliva na
odlaganje ateroskleroti¢nih lipidov v misih z defolucijo
apolipoproteina E, ki se hranijo bodisi normalno bodisi z

https://www.ncbi.



http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0008201
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»zahodno« dieto.
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24265416)
-Visoka raven ekspresije SAA inducira amiloidozo pri
vseh misih po kratkem, nekoliko spremenljivem zamiku.
(https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/23959890)

Funkcije

- Vezava na receptorje, vezane na G-protein,
- kemoatraktantska aktivnost.

Procesi

- Akutno fazni odziv,
- celiéna kemotaksa,
- odziv na stilbenoide.

Komponente

- Citoplazmatski mikrotubul,

- ekstracelularna regija,

- ekstracelularni prostor,

- delec lipoproteina z visoko gostoto.

Interakcije

SAAZ2 sodeluje v interakcijah s 14 markerji.

nim.nih.gov/gene?
LinkName=nucco
re_gene&from_ui

d=254750736

SAA3

GeneRIFs

- Endogeni SAA3 modulira presnovno in imunsko
homeostazo.
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/29351990)

- Indukcija Saa3 s PTH lahko razlozi supresijo nastanka
kosti, kadar se PTH kontinuirano uporablja, in je lahko
nova terapevtska tarca za osteoporozo.
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/26703472)

- SAA3 vpliva na ekspresijo SAA1/2, znacilno za jetra, in
ima vecjo vlogo pri odzivu na akutno fazo, kot so mislili v
preteklosti.
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/25251243)

- lzraZzanje SAA3 v osteoblastih pozitivno korelira s
povecanim celiénim zorenjem proti fenotipu osteocitov.
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/25491310)

- Serumski amiloid A je vezni protein za retinol, ki
transportira retinol med bakterijskimi okuzbami.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25073702)

Funkcije

- Vezava na Toll-like receptor 4,
- kemoatraktantska aktivnost.

Procesi

- I-KB-fosforilacija,

- akutno fazni odziv

- celiéna kemotaksa,

- celi¢ni odziv na interleukin-1,
- 0dziv na bakterije,

- 0dziv na stilbenoide.

Komponente

- Ekstracelularna regija,
- ekstracelularni prostor,
- delec lipoproteina z visoko gostoto.

Interakcije

SAAZ3 sodeluje v interakcijah z 8 markerji.

https://www.nchi.

nlm.nih.gov/gene?
LinkName=nucco
re_gene&from_ui

d=118130197
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SAA4
/

GeneRIFs

Funkcije - Kemoatraktantska aktivnost.

Procesi - Akutno fazni odziv, https://www.ncbi.
- celi¢na kemotaksa. nim.nih.gov/gene?

Komponente - Ekstracelularna regija, LinkName=nucco
- ekstracelularni prostor, re_gene&from_ui
- delec lipoproteina z visoko gostoto. d=1062594049

Interakcije SAA4 sodeluje v interakcijah s 190 markerji.

Podatki v preglednici 17 nam kazejo, da vsi $tirje proteini sodelujejo pri kemoatrakciji. Torej
zagotavljajo okoljski signal, ki sprozi usmerjeno premikanje celic proti visji koncentraciji tega
signala. SAAL in SAA2 imata funkcijo vezave na receptorje, vezane na G-protein (ang. G
protein-coupled receptors), ki predstavljajo veliko druzino receptorskih proteinov, ki
zaznavajo molekule zunaj celic in aktivirajo poti notranje transdukcije signala in, kon¢no,
celicne odzive. Saa3 je edini gen, ki ima funkcijo vezave proteina Toll-like receptorja 4
(TLR-4, ang. Toll-like receptor 4), katerega aktivacija vodi do intracelularne signalne poti
nuklearnega faktorja x-verige B-celic (NF-xB) in produkcije vnetnih citokinov in je
odgovorna za aktiviranje prirojenega imunskega sistema.

Podatki iz preglednice 17 kazejo podatke o procesih, v katerih sodelujejo geni SAA1-4, in da
prav vsi proteini sodelujejo v akutno faznem odzivu. Prav tako vsi proteini sodelujejo pri
celi¢ni kemotaksi, procesu, kjer fagocitne celice privlaci okolica vdirajocih patogenov. SAAL
sodeluje v metabolicnem procesu holesterola, SAA3 pa sodeluje v procesu fosforilacije
I-kappaB ter v procesu celi¢nega odziva na interleukin-1.

Podatkovna baza NCBI navaja zunajcelicno lokalizacijo vseh proteinov SAA 1-4 ter
lokalizacijo z lipoproteini visokih gostot delcev. SAAL in SAA2 pa sta navedena tudi kot
komponenti citoplazemskih mikrotubulov.

V najvecjem Stevilu interakcij sodeluje SAA4 (interakcija s 190 markerji), najmanj pa SAAS3,
ki sodeluje v interakciji z le osmimi markerji.

CATH-klasifikacija proteina SAA3

Podatkovna baza CATH je prosto dostopna spletna baza, ki nam nudi informacije o
evolucijskih ~ odnosih  proteinskih  domen. Dostopna je na spletni  strani
http://www.cathdb.info/. Eksperimentalno dolocene tridimenzionalne strukture proteinov
pridobijo iz proteinskih podatkovnih baz in dolo¢ijo njihove proteinske domene. Domeno
nato uvrstijo v strukturno hierarhijo CATH: na ravni razreda (C) so domene razdeljene glede
na njihovo vsebino sekundarne strukture; na ravni arhitekture (A) se za Klasifikacijo
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uporabljajo informacije o strukturi sekundarne strukture v tridimenzionalnem prostoru; na
ravni topologije (T) se uporabljajo informacije o tem, kako urejeni so elementi sekundarne
strukture; homologne superdruzine (H) pa nam podajo podatek, ¢e obstajajo dobri dokazi, da
S0 podrocja povezana z evolucijo, tj. so homologna (Preglednica 18).

Preglednicaa 18: Klasifikacija proteina SAA3 s CATH

Razred Cath koda Opis

C 1 Vedinoma a

A 1.10 Ortogonalni  »svezenj« (ang.
Orthogonal Bundle)

T 1.10.132 Topoizomeraza |, Veriga A,
domena 4

H 1.10.132.110 Superdruzina PF00277

4.6 Evolucija SAA

Na spletni strani evropskega bioinformati¢nega inStituta (EMBL-EBI)
(https://www.ebi.ac.uk/) lahko dostopamo do razli¢énih podatkov in rezultatov znanstvenih

eksperimentov, izvedemo osnovna poizvedovanja in bioloske racunalniske izracune, prav tako

pa nam nudijo razSirjene programe za usposabljanje uporabnikov. EBI je del Evropskega
laboratorija za molekularno biologijo.

Na spletni strani https://www.orthodb.org/ je omogocen dostop do podatkovne baze OrthoDB,
ki je celovit katalog ortologov, genov, ki opravljajo isto funkcijo v razli€nih organizmih.
Ortologni geni so temelj za primerjalne Studije in omogocajo nastanek hipotez o dedovanju
genskih funkcij. Bolj tesno so povezane vrste, bolj natancno so dolocene genske ortologije. S
poizvedbo o druzini proteinov SAA

(Vir:  https://www.orthodb.org/?level=&species=&query=EOG09370Z06, 31. 7. 2018)
dobimo podatek, da za gen Saa prepoznamo 228 sekvenc 127 razli¢nih Zivalskih vrst.

Santiago in sodelavci so odkrili visoko stopnjo homologije med vretencarskimi in
nevretencarskimi Zzivalskimi vrstami. Poravnava zaporedja morske kumare (Holothuria
glaberrima) z vretencarskimi zivalskimi vrstami nam dokazuje visoke stopnje ohranjenosti
proteinov med sicer filogenetsko oddaljenimi skupinami [31]. Prisotnost proteinov pri
iglokoZcih, ki so sicer klasi¢ni kazalniki antiinflamatornih odzivov pri vretencarjih, nam kaze,
da so se ti mehanizmi pojavili pred strunarji ter da so se iglokozci odcepili od skupnega
prednika (angl. Deuterstoma) pred 500-650 milijoni let in se ohranili skozi evolucijo [31].
Santiago in sodelavci so v svoji raziskavi odkrili, da povisano ekspresijo SAA pri iglokozcih
lahko (vsaj delno) sprozijo tudi morfogenetsko povezani procesi [32]. V nalogi je bilo najprej
poravnano zaporedje CloveSkih in misjih SAA ter izrisano filogenetsko drevo, ki pokaze
shematsko predstavitev evolucijske zgodovine in sorodnosti skupin organizmov. Nato so bila
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poravnana zaporedja razli¢nih zivalskih vrst, ki so jih v svoji raziskavi uporabili Santiago in
sodelavci, in izrisano filogenetsko drevo tudi za ta primer.

4.6.1 Poravnava zaporedij SAA Homo sapiens in Mus musculus

S pomocjo orodja Clustal Omega sta bili poravnani zaporedji Cloveskih in misjih SAA.
Zaporedje humanega SAA3 je bilo s spletne strani Uniprot, pod identifikacijsko Stevilko
P22614, izbrisano dne 13. 6. 2012, zato je bilo zaporedje SAA3 pridobljeno iz arhiva spletne
strani, z oznako SEQDB ID: 1604225A.

sp|PB4918|SAAZ_MOUSE MKPSIAIILCILILGVDSQRWVQFMKEAGQGS ROMWRAYSDMKKANAKNSDKYFHARGNY 60
$p|PO5366 | SAA1_MOUSE MKLLTSLVFCSLLLGVCHGGFF SFVHEAFQGAGDMWRAY TOMKEAMAKNSDKYFHARGNY 60
sp|POS367 | SAA2 MOUSE MK LLTSLVFCSLLLGVCHGGFFSFIGEAFQGAGOMNRAYTDMKEAGRKDGDKYFHARGNY 60
sp|PEDIIS|SAAL_HUMAN MK LLTGLVFCSLVLGVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSOMREANY IGSOKYFHARGNY 6@
sp|PROIIO | SAA2_HUMAN MKLLTGLVFCSLVLSVSSRSFFSFLGEAFDGARDMWRAYSOMREANYIGSDKYFHARGNY 60
UPI100001354C2 MKLSTGI IFCSLVLGVSSQGWL TF LKAAGQGAKDMWRAYSOMKEANYKKSOKYFHARGNY 60
sp|P35542 | SAAL HUMAN MRLFTGIVFCSLVMGVT SESWRSF FKEALQGVGOMGRAYWOIMISNHONSNRYLYARGNY 60
sp|P31532|SAA4 MOUSE muwxvn.csu.ncvswsws:mwoommvnmumvwoovwnm 60
- . . - .. LR L R AR ER
sp|PA4918 | SAA3_MOUSE DAARRGPGGARAAKY T SDAREAVOKFT - -~ =« - =~ GHGAEDSRADQF ANEWGRSGKDPNH 112
sp | POS5366 | SAA1_MOUSE DAAQRGPGGVWAAEK TSDGREAFQEFF -~ = = = = = - GRGHEDTTADQEANRHGRSGKDPNY 112
sp|POS367 | SAA2_MOUSE DAAQRGPGGVIHAAEK TSDARESFQEFF - = < =« =~ GRGHEDTMADQEANRHGRSGKDPNY 112
SPIPOUJLE | SAAT_HUMAN DAAXKOFULVRAALALSUDAKENLIKFF s v s v v w v e OMOAE DS LADUSRANEWORDOEDPNY 112
sp|PADITO | SAA2_HUMAN DAAKRGPGGARAAEVISNARENTQRLT == == ==~ GRGAEDSLADQAANKWGRSGROPNH 112
UPI0G091354C2 DAVQRGPGGVWATEVISDARENVQRLT - - = == == - GOHAEDSLAGQATNKWGQSGKDPNH 112
sp|P35542 | SAAL HUMAN DAAQRGPGGVWAAKL TSRSRVYLQGLIDCYLFGNSSTVLEDSKSNEKAEEWGRSGKDPDR 120
sp|P31532 | SAAS_MOUSE EAQURGSGGIAAKT IS TSRKYFQGLLNRYYFGIRNHGLE TLQATQKAEEWGRSGKNPIH 120

$p|PR4918|SAAZ_MOUSE
sp|PO5366 | SAAL_MOUSE
sp|POS367 | SAA2 MOUSE
sp|PRDIIS|SAAL_HUMAN
sp|PEDIIO| SAA2_HUMAN
UPIoeoe13s54C2

sp|P35542|SAAS HUMAN
splP31532|SAAS MOUSE

FRPAGLPKRY 122
YRPPGLPOKY 122
YRPPGLPAKY 122
FRPAGLPEKY 122
FRPAGLPEKY 122
FRPAGLPEKY 122
FRPOGLPKKY 130
FRPEGLPEKF 130

B8 B ..
. ..

Slika 29: Poravnava ¢loveskih in misjih proteinov SAA (Results for job clustalo-120180608-
195429-0005-75570022-p2m; z oznako UPI00001354c2 je oznacen Cloveski protein SAA3, z
rumenim okvirjem so poudarjeni misji proteini SAA)

Poravnava zaporedij ¢loveskih in misjih proteinov SAA (Slika 29) nam pokaze, da se
zaporedja na kar 39 mestih popolnoma ujemajo. Obe zaporedji SAA4 se od drugih zaporedij
razlikujeta za 8 aminokislin.
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4.6.1.1 Filogenetsko drevo izotipov SAA Homo sapiens in Mus musculus

Filogenija pomeni evolucijsko zgodovino bioloskih vrst, ki povezuje recentno bioloSko vrsto s
predniskimi bioloskimi vrstami v kontinuirane evolucijske linije. S tem lahko ustvarimo
rekonstrukcijo evolucije dolo¢ene vrste. Filogenetsko drevo prikazuje sorodstvene odnose
med organizmi v obliki dvodimenzionalnega grafa. Vsako nukleotidno zaporedje je na
drevesu predstavljeno kot takson oziroma bioloska vrsta. Korenina predstavlja skupnega
prednika vseh taksonov, ki so na danem drevesu, vsako razvejis¢e pa predstavlja skupnega
prednika oz. neko prednisko stanje, iz katerega sta se razvili novi, med seboj razli¢ni vrsti, ki
sta reproduktivno izolirani [39]. Nekoreninjeno drevo nam poda informacije samo o odnosih
med skupinami. Poznamo kladograme, ki so filogenetska drevesa in dolo¢ajo le odnose med
vrstami/DNA, ne povedo pa nicesar o ¢asovnem odnosu, in filograme, ki so filogenetska
drevesa, ki prikazujejo tudi Casovni odnos med taksoni z razlicnimi dolzinami ¢&rt, ki
povezujejo taksone.

I sp|PO4918|SAA3_MOUSE 0.15915
1 UPI00001354C2 0.12773

splPO5366|SAA1T_MOUSE 0.03074
spIP05367ISAA2 MOUSE 0.04303
sp|PODJIS|SAAT_HUMAN 0.02561
sp|PODJIS|SAA2_HUMAN 0.04816
spIP35542|SAA4 HUMAN 0.21277
sp|P31532|SAA4_MOUSE 0.21031

——

- -

..

Slika 30: Filogenetsko drevo poravnave humanih in misjih izotopov SAA po metodi najbliZjega
soseda

Filogenetsko drevo humanih in misjih izotipov Saa nam pokaze, da so se izotipi Saa razvili v
treh skupinah. Cloveski in misji izotipi Saa3 ter ¢loveski in misji izotipi Saa4 so si med seboj
podobni in tvorijo vsak svojo skupino. Podobnost pa je ve¢ja med mi§jim Saal in mi§jim
Saa2, ki tvorita svoj takson, ter ¢loveskim Saal in Saa2, ki tvorita svoj takson. Ta dva
taksona pa izhajata iz skupnega prednika. Cloveski ter misji geni Saal in Saa2 kodirajo
akutno fazne SAA (Slika 30). Uhlar in sodelavci so v svoji raziskavi zapisali, da je nemogoce
dolociti medvrstne evolucijske odnose teh individualnih SAA samo glede na nukleotidno ali
proteinsko sekvenco. Znotraj vsake vrste imata ta dva gena skoraj identi¢no sekvenco in
organizacijo, kar kaze, da so bili geni A-Saa izpostavljeni nedavnim dogodkom genske
pretvorbe znotraj vsake evolucijske linije [40]. Misji SAA3 je bil identificiran kot izlo¢ni
produkt makrofagov [27], ¢loveski SAA3 pa je bil do nedavnega poznan kot pseudogen.
Mnenje o tem pa se je spremenilo, saj so odkrili koncentracije tudi v materinem mleku [17,
19, 21]. Cloveski in mi§ji Saa4 sta oba konstitivna izrazena gena Saa. Na podlagi njune
ekspresije, sekvenc in lokalizacije ju uvrS¢amo med evolucijske homologe [41]. Oba proteina
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SAA4 sta za 8 aminokislin daljSa kot ostali A-SAA-ji. Tako insercijo oktopeptida lahko
opazimo tudi v zaporedju pri drugih Zivalskih vrstah (pes, European mink Mustela lutreola;
American mink Neovison vison; konj), insercijo nonapeptida pa opazimo pri kravi in ovci.
Distribucija teh sekvencnih elementov znotraj druzine SAA je evolucijski paradoks, katerega
funkcionalna pomembnost je $e vedno neraziskana [41, 42].

4.6.2 Poravnava zaporedij razli¢nih Zivalskih vrst

S pomocjo orodja Clustal Omega so bila poravnana zaporedja SAA razli¢nih zivalskih vrst
(Slika 31). Uporabljeni so bili razli¢ni proteini SAA iz osmih Zivalskih vrst. (Preglednica 19)

Preglednica 19: Izbrana aminokislinska zaporedja SAA razli¢nih Zivalskih vrst

Protein SAA Zivalska vrsta latinsko (anglesko) Uniprot ID:
SAAl Canis lupus familiaris (Dog) P19708
SAA2 Neovison vison (American mink) P02739
SAAl Homo sapiens (Human) PODJI8
SAA3 Mesocricetus auratus (Golden hamster) P19453
SAA Anas platyrhynchos (Mallard) P02740
SAA Yprinus carpio (Common carp) Q9YIA4
SAA2 Mus musculus (Mouse) P05367
SAA Holothuria glaberrima (Brown rock sea | Q9GSP8
cucumber)
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
spP19453 | SAA3 MESAU MCPFLATIFCFLILGV - - - - DSORWFOFMK EAGOGS TOMWRAY SOMRE ANWKNSOKYF HA S6
sp |PO5367 | SAA2 MOUSE MCLLTSLVFCSLLLGY = = = - CHGGF FSF IGEAF QGAGDMWRAY TOMK E AGWKDGDKYF HA 56
sp|PEOIIB | SAAL HUMAN MCLLTGLVFCSLVLGY - - - - SSRSFFSFLGEAF DGARDMWRAYSOMREANYIGSOKYFHA 56
sp|P19788 | SAA CANLF MCLFPGLLFCSLVLGY = = = = SG - QWYSFVS EAAQGAWDMWRAY SOMR E ANYKNSDKYF HA 55
sp|Pe27239| SAA2 NEOVI MEKLFTGLIFCSLVLGY - - = <SS -QWYSF IGEAVQGANDMYRAYSOMRE ANYKNSDKYF MA 55
tr|QavIAL IQ9VIM_CYP(A MCLILAVLVLALVIW- - - ETQAQWHRYPGOAT GCAXDMWRAYRDMRK ANWK CADKYF HA 57
sp|PR2748 | SAA_ANAPL MRLCICFVLLAVIVCASADNPF TRGGRF VLDAAGGANDML RAYRDMRE ANHIGADKYF HA 60
tﬂQ%S"SIQ%SW_KXGL MKLLLAGLVLILIVET -« vne HAQWYRRPVEAAQGAYDMARAYSDMRE ANYRNSDKYFHA 55
.: IR see . :0 .: LA L) ..::C‘ ..‘..C..
spIP19453 | SAA3 MESAU RONYDAAK RGPGCAKAAKVI SDAREGIORF -~ - v v - - - TGRGAADSRADOF ANKIWGRSGK 108
sp|P@S367 | SAA2 MOUSE RONYDAADRGPCOVWAAEK I SDARESFOEF - v v v v v o - FGRGHEDTMADOE ANRHGRSCGK 108
sp|PeDII8 | SAAL HLMAN RGNYDAAKRGPGGVWAAEAT SOARENIQRF =« v v v v = = FGHGAEDSLADQAANEWGRSGK 108
sp|P19788 | SAA_CANLF RGNYDALQRGPGGAWAAK VI SDARENSQR I TOL LRFGDSGHGAEDSKADQASNEWGRSGK 115
sp|PO2739|SAA2_NEOVI ROGNYDAAQRGPGGAWAAK VI SDARE RSQRVTDL FKYGDSGHGVEDSKADQASNENGRS GK 115
tr|QSYIAL|QIVIAL CYPCA RGNYDAARRGPGORWAAKVI SNGREALQG = == === == L SRRGNSDAAADQAANRWGRNGG 109
sp|PR2740 | SAA ANAPL RONYDAARRGPGGAWAARVI SDARENWQGG = « « = = = = VSGRGAED TRADQEANAWGRNGG 113
tr | Q9GSP8 | Q9GSP8_HOLGL RONYDAAQRGPGORWAAEVL SDAREGHQGT =« « = v« « YSGRGYEDTAADQAANLHGRNGG 1e8
BERRRARN AR A 0. LA . “h L) AR LA
sp|P19453 | SAA3 MESAU DPNMF RPAGLPSKY 122
spIPRS367 | SAA2 MOUSE DPNYYRPPGLPAKY 122
sp|PRDIIS | SAAL_HUMAN DPNHFRPAGLPEKY 122
sp|P19708 | SAA_CANLF DPAMFRPAGLPOKY 129
sp|Pe2739|SAA2_NEOVI DPNHFRPSGLPOKY 129
tr|QOYIAL|QOVIAL CYPCA NPNRYRPRGLPKKY 123
sp|PO2740 | SAA_ANAPL DPNRYRPPGLPSKY 127
tr | Q9GSPS | QIGSPE_HOLGL DPNVYRPPGLPSKY 122
' PR L L

Slika 31: Poravnava zaporedij SAA razli¢nih Zivalskih vrst (jobID: clustalo-120180427-083604-
0960-34877452-p2m)

Zaporedja se popolnoma ujemajo na kar 55 mestih. Poravnava zaporedij SAA razli¢nih
zivalskih vrst (Slika 31) (sesalcev, vretencarjev in nevretencarjev) nam pokaZe neverjetno

ohranjenost med filogeneti¢no locenimi Zivalskimi vrstami [31].

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1: sp|P19453|SAA3_MESAU lee.e® e4.75 72.95 76.03 75.21 59.58 59.84 63.64
2: sp|Pe5367|SAA2Z_MOUSE 64.75 1ee.ee 73.77 67.77 69.42 57.82 58.20 62.81
3: sp|P@DII8|SAAL HUMAN 72.95 73.77 1lee.ee 88.99 86.17 57.85 59.84 6l.16
4: sp|P19708|SAA_CANLF /6.83 67.77 88.99 1lee.8e 89.15 61.98 62.38 67.77
5: sp|P@2739|SAA2_NEOVI 75.21 69.42 8@.17 89.15 1@e.ee 6l.16 59.82 66.12
6: tr|Q9YIA4|Q9YIA4 CYPCA 59.50 57.82 57.85 61.98 61.16 100.90 62.60 66.94
7: sp|P@2748|SAA_ANAPL 59.84 58.20 59.84 62.30 59.82 62.00 1@0.80 66.39
8: tr|Q9GSP8|Q9GSP8_HOLGL 63.64 62.81 61.16 67.77 66.12 66.94 66.39 190.00

Slika  32: DeleZzi podobnosti med posameznimi  Zivalskimi  vrstami (Vir:
ttps://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120180427-083604-0960-
34877452-p2m/pim)

Na sliki 32 lahko opazimo, da sta si zaporedji ameriskega minka (Neovison vison) in hrcka
(Mesocricetus auratus) identi¢na kar v 89,15 %, velika podobnost je tudi med zaporedjem



Miheve U. Strukture, funkcije ter evolucijski razvoj izotipov misjega SAA z bioinf. podat. bazami in orodji.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 47

Cloveskega SAAL1 in zaporedjem SAA psa (Canis lupus familiaris) (80,99 %). Zaporedji SAA
psa (Canis lupus familiaris) in SAA3 hrcka (Mesocricetus auratus) sta identi¢ni v 76,03 %.
NajmanjSa podobnost je med ¢loveskim SAA1 in SAA-jem raka (57,85 %).

4.6.2.1 Filogenetsko drevo

spIP194531SAA3_MESAU 0.1379
spIPODJIBISAAT_HUMAN 0.10492
i: spIP19708|SAA_CANLF 0.04947
spIP02739|SAA2 NEOVI 0.05906
—_— spIP05367ISAA2_MOUSE 016926
spIP02740[SAA_ANAPL 0.18602
r|QOYIA4|QSYIAS_CYPCA 0.18729
rlQ9GSPBIQIGSPS_HOLGL 0.14328

Slika 33: Filogenetsko drevo razli¢nih Zivalskih vrst (Vir:
https://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolresult.ebi?jobld=simple_phylogeny--083604-0960-
34877452-p2m-plm)

Na osnovi izrisa filogenetskega drevesa razli¢nih zivalskih vrst (Slika 33) lahko ugotovimo,
da sta zaporedji SAA Holothuria glaberrima ter SAA Yprinus carpio najbolj razli¢ni od
ostalih Zivalskih vrst. SAA Canis lupus familiaris in Neovison vison sta sestrska taksoma, ki
sta si evolucijsko najblizja in si delita skupnega prednika s ¢loveskim SAA1, vsi skupaj pa
imajo skupnega prednika z SAA-jem Mesocricetus auratus. Vsi skupaj se povezujejo s klado
misjega SAA2, njihov sestrski takson pa je SAA Anas platyrhynchos. Sele na tej stopnji se
ostali taksoni pridruzijo taksonomu SAA Holothuria glaberrima ter SAA Yprinus carpio.
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4.6.3 Poravnava zaporedij razli¢nih Zivalskih vrst (po raziskavi Santiaga in sodelavcev
2010)

Za primerjavo so bili poravnani tudi vsi ¢loveski in misji proteini SAA z SAA-ji ostalih
zivalskih vrst, podobno kot so to naredili v raziskavi Santiago in sodelavci (Slika 34).

CLUSTAL 0(1.2.3) sultiple sequence aligneent

sp|PO4918| SAAS MOUSE MEPSIAIILCILILOV - - - -DSQRWVQFMK EAGQESROMARA Y SOMXKANWKNSOKYFHA 56
sp|P19453|SAa3 MESAY MEPFLAIIFCFLILOV- - - -DSQRNFQF MK EAGQESTOMARAYSOMREANWKNSOKYFHA 56
sp|POSI66| SAAL_MOUSE MELLTSLVICSLLLOY - - - - CHOGE FSFVHEAF QGAGOMARAY TOMK EANWKNSOKYFHA  S6
sp|POS367|SAA2 MOUSE MELLTSLVFCSLLLOV - - - - CHOGF FSF IGEAFQOAGDMARAY TOMK EAGHKDGOKYFHA  S6
sp|PO2739| SAA2_NEOVI MELFTOLIFCSLVLOV - - - - 55-QWYSF IGEAVQOANDMYRAYSOMREANYKNSOKYFHA  SS
sp|P19708|5Aa_CanLF MELFPOLLFCSLVLOV - - - - S6-QWYSFVSEALQUANDMARAY SDMREANYKNSOKYFHA  5S
sp|PODIIS| SAAL_MUMAN MELLTOLVPCSLVLOV - - - -SSRSFFSFLOEAFDGARDMERAYSOMREANYIGSOKYFHA 56
sp|PODIIS| SAA2_HUMAN MELLTOLVPCSLVLSV -~ - - SSRSFFSFLOEAFDOARDMARAYSOMREANYIGSOKYFHA 56
Swiss-Prot|P22614|54A3_HuMaN MELSTGITFCSLVLOV - - - - SSQEMLTF LXAAGQOAKDMWRAYSOMEANYKKSOKYFHA 56
tr|QovIAL|QoVIAL_CYPCA MELILAVLVLALVLVV - - - ETQAQWHR YPOQA I GOAK DMWRA YROMAK ANWK GADKYFHA  $7
sp|PO2740] SAA_anaPL MALCICPVLLAVIVCASADNS P TROGRF VL DAAGGANDMLRAYROMREANHMIGADKYFHA 60
tr|QeasPs | QIasSPs_MOLGL MELLLAGLVLILIVET ~ennn HAQWYRAPVEALQUAYDMARAYSOMREANYRNSDKYFHA 58
spIPISSa2|saAs MMaN MARLFTOIVPCSLVMOV - - - - TSESWRSF PR EAL QOVEOMIRA YWD IMI SNHMONSNRYLYA 56
sp|PI1532| SAas_MOUSE muwmcsuuw----mrrmmmmmzmwru 6

H e 3% & ol Dt g te «33%32°¢
3p|PO4918| SAAY_MOUSE RONYDAARRGPOOAMAL VI SOAREAVQEF Te v o v e v oo GHOAEDSRADQPANENORSOX 108
3p|P194S3 | 5AA3_MESAU RONYDAAK ROPOGAMAL VI SOAREQIQRF T+ v v v v v v ~OROAADSRADQFAMKWORSOK 108
sp|POS366| SAA1_MOUSE RONYDAAQROPOGVHALEK I SOOREAFQEFF -« - v v - ~GROMEDTIADQEANRMORSOK 108
3p|POS367 | 5aA2_MOusE RONYDALQROPOOVMALEX ISOARESPQEFF« - v aunn GROMEDTMADQEANRMORSOX 108
5p|PO2739| 5AA2_NEOVI RONYDAAQROPOOAMAL VI SOARERSQRVTDL FE YOOSOMIVEDSK ADQAANEWGRSOK 115
5p|P19708| 5AA_CanLr RONYDALQROPOOAMALK VI SOARENSQRI TOL LRFGOSOMGAEDSKADQAANEWGRSOK 115
sp|POOIIS| SAAT_MUMAN RONYDAMK ROPOGVHALE AT SOLRENIQRIF - - oo v v o ~OMOAEDSLADQAANEWORSOK 108
3p|PODIIS| SAA2_MUMAN RONYDALK ROPOOAMAAL VI SNARENIQRLY « « o v v o = GROAEDSLADQAANKWORSOR 108
Swiss-Prot|P22614 | SAA3_MUMAN RONYDAVQROPOOVHATEVISOMRENVQRLT « <« v v v o ~COMAEDSLAGQATMXWOQSOK 108
tr|QovIAS|QOVIAL_CYPCA RONYDAARRGPOORMAAK VI SNOREALQG L~ vvenn SRRONSDAZADQAANRWORNGG 109
5p|PO2740] SAA_ANaPL RONYDAARRGPGOMMALRYI SOAREMNQOGY + « =« = = = SORGAEDTRADQEAMANGRNGG 113
tr|QosPs | QIasPs_HOLOL RONYDAAQROPOGRMAAL VL SOAREGWQATY « =+ == SORGYEDTAADQAANLHGRNGG 108
sp|P35S42|Sans HuMaN RONYDALQROPOOVHALK LI SRSRVYLOOL IDCYLFONSS TVLEDSK SHEKAEEWGRSOK 116
sp|P31532|5aas_MousE qusmmuﬂmxm;nmmumw 116
Qoooo,oo.oo-.. $ 8 1t 'l.

5p|PO49LS| SAAS_MOUSE DPIF RPAGLPERY 132

sp|P194S3|SAAS MESAU DPIMF RPASLPSK Y 123

sp|POS366| Saal_MOUSE DPNYYRPPOLPOK Y 133

sp|POSI6T|SAA2 MOUSE DPNYYRPPOLPAKY 122

sp|PO2739|SAA2_neOVI DPIFRPSGLPOKY 129

sp|P19708| SAA_CanLF DPIFRPAGLPOKY 129

sp|PODIIS| SAAl_MuMaN DPNHFRPAGLPEXY 122

sp|PODIIS| SAA2_MUMAN DPIFRPAGLPEXY 122

Swiss-Prot|P22613 5443 MUMAN DPNHFRPAGLPEXY 122

tr|QOVIAS|QoYIAS_CYPCA NPNRYRPRELPEXY 123

sp|Pe2730|Saa_anarL DPNRYRPPGLPSKY 127

tr|QoGSPS| QIGSPS_HOLGL DPNVYRPPELPSKY 122

sp|P3SSa2|Sans MuMAN DPORFRPOGLPYXY 130

s0IP3153215482 MOUSE NONHERPEGLPER F 1}
Slika 34: Poravnava zaporedij SAA razli¢nih Zivalskih vrst

https://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120180624-075342-0106-
8143460-p1lm/aln-clustal_num)
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Zaporedja se popolnoma ujemajo na kar 32 mestih.

— sp|P04918|SAA3_MOUSE 0.07905
—_ SpIP19453|SAA3_MESAU 0.0603

— sp|P05366|SAA1_MOUSE 0.02969
— spIP05367ISAA2 MOUSE 0.04408

trjQYYIA4|QOYIA4_CYPCA 0.18187
_,—(: trIQ9GSP8|QIGSPS_HOLGL 0.14871
sp|P02740|SAA_ANAPL 0.18738
— spIP35542|SAA4_HUMAN 021284
L S— sSpiP31532/SAA4_MOUSE 021024

———  sp|P02739|SAA2_NEOVI 0.05787
L sp|P19708|SAA_CANLF 0.05066

spIPODJISISAAT_HUMAN 0.03361
— sp|PODJI9ISAA2_HUMAN 004016
Swiss-Prot|P22614|SAA3_HUMAN 0.13121

Slika 35: Filogenetsko drevo razli¢nih Zivalskih vrst (Vir:
https://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120180624-075342-0106-
8143460-p1m)

Zgornje filogenetsko drevo (Slika 35) nam kaze, da se je v preteklosti evolucija SAA med
izbranimi zaporedji razdelila na tri veje. Na prvi veji opazimo c¢loveski SAAT in SAA2, ki
imata skupnega prednika z SAA3. Drugo vejo sestavljata SAA-ja Canis lupus familiaris in
Neovison vison. Tretja veja ima ve¢ skupnih prednikov. SAA Holothuria glaberrima ter SAA
Yprinus carpio sta sestrska taksona, ki se povezujeta z SAA-jem Anas platyrhynchos. Vsi trije
imajo skupnega prednika z mi§jima SAA1 in SAA2. Ta celotna skupina SAA-jev ima skupno
izhodis¢e s cloveskim in misjim SAA4. Tukaj pa se jim pridruzita S¢ SAA3 misi in
Mesocricetus auratus, ki sta tudi sestrska taksona.
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5 ZAKLJUCEK

V diplomski nalogi smo z uporabo razli¢nih bioinformati¢nih baz in orodij prisli do naslednjih

zakljuckov:

1. SAAI in SAA2 sta si po primarni strukturi najbolj podobna. Njuna identi¢nost je kar
93-odstotna. Od njiju se najmanj razlikuje SAA3, ki je z SAAL in SAA2 homologen v 77 %.
SAAA4 je od ostalih treh vecji za 8 aminokislin.

2. Po aminokislinski sestavi sta si najbolj podobna SAA1 in SAA2 z najvecjo vsebnostjo
glicina, alanina, asparaginske kisline ter fenilalanina, medtem ko ima SAA3 najvecC lizina ter

serina, SAA4 pa najvecjo vsebnost levcina in tirozina od vseh mi§jih SAA.

3. Misji SAA 1-4 so si po delezu sekundarnih struktur zelo podobni. SAA1 ima najvecji delez
alfa vijacnic (za priblizno 2-6 % ve¢ od ostalih SAA), vsebuje pa za 1-5 % nizji delez
naklju¢nih zank v primerjavi z ostalimi proteini. SAA2 vsebuje najvecji deleZ beta struktur
(19,4 %), SAAS3 pa od vseh SAA vsebuje najvedji delez nakljuénih zank (39,5 %).

4. Z orodjem Phyre 2 je napovedana sestava SAAL in SAA2 iz 4 alfa vija¢nic, medtem ko
imata SAA3 in SAA4 napovedanih 5 alfa vijac¢nic.

5. Pregled podatkovne baze GeneRIFs pokaze, da vsi §tirje misji proteini SAA1-4 sodelujejo
pri kemoatraktantski aktivnosti. Razlike so vidne med SAAI1/SAA2, ki se veZeta na
receptorje, vezane na G-protein, in SAA3, ki se veze na Toll-podobni receptor 4.

6. S poizvedbo za SAA v OrthoDB (podatek pridobljen 31. 7. 2018) dobimo 228 sekvenc
SAA v 127 razli¢nih zivalskih vrstah.

7. Filogenetsko drevo ¢loveskih in misjih izotipov Saa kaze, da so se Saa razvili v treh
skupinah. Cloveska in mija izotipa Saa3 ter ¢loveska in misja izotipa Saa4 so si med seboj
podobni in tvorijo vsak svojo skupino. Podobnost pa je ve¢ja med misjim Saal in misjim
Saa2, ki tvorita svoj takson, ter ¢loveskim Saal in Saa2, ki tudi tvorita samostojni takson.
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PRILOGA A: Ekspresija Saal v mi§jih tkivih

Ekspresija Saal v misjih tkivih je najbolj intenzivna v debelem in tankem cCrevesu,
trebuhu, ledvicah in jetrih normalnih  vnetno nestimuliranih  tkivih  (Vir:
http://biogps.org/#goto=genereport&id=20208).
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PRILOGA B: Ekspresija Saa2 v misjih tkivih

Ekspresija Saa2 v mi§jih tkivih je najbolj intenzivna v ledvicah, debelem in tankem
¢revesu, v trebusni votlini in v jetrih normalnih vnetno nestimuliranih tkivih (Vir:
http://biogps.org/#goto=genereport&id=20209).
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PRILOGA C: Ekspresija Saa3 v misjih tkivih

Ekspresija Saa3, verjetno samo Saa3 in ne tudi Saa4, v normalnih vnetno nestimuliranih
misjih tkivih (Vir: Saa3, http://biogps.org/#goto=genereport&id=20210).
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PRILOGA D: Ekspresija Saa4 v misjih tkivih

Saa4 je najvisje zvisan v jetrih, medtem ko je v drugih tkivih zelo nizko izrazen
(Vir: Saa4, http://biogps.org/#goto=genereport&id=20211).
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