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Santrumpq Saraéas

AA  Akrilamidas

AD  Alzheimerio liga

APS Amonio persulfatas

BAA Bis-akrilamidas

BMR Branduoliy magnetinis rezonansas

DTT Ditioteritolis

EDTA Etilenodiaminotetraacetatiné rugstis

FRET Fluorescencinis rezonansinis energijos perdavimas
FTDP-17 Frontotemporaliné demencija ir parkinsonizmas susije su 17 chromosoma
FTIR Frujé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija
HEPES 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-yl|etanosulfoniné rugstis
MES 2-N-morfolinoetanosulfoniné rugstis

mRNR Matriciné ribonukleino rugstis

NaDS Natrio dodesilsulfatas

NaDS-PAAG Natrio dodesilsulfato poliakrilamidinis gelis
NMDA N-metil-D-asparto rugstis

PLC Fosfolipaze C

PMSF Fenilmetansulfonil fluoridas

RFU Santykiniai fluorescencijos vienetai

TEMED Tetrametiletilendiaminas

ThT Tioflavinas T

TRIS 2-Amino-2-hidroksimetil-propano-1,3-diolis
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Ivadas

Neurodegeneraciniai sutrikimai yra grupé ligy, kurias charakterizuoja progresyvus neu-
rony nykimas ar juy strukturiniai pokyciai. Tai tokios ligos kaip: Alzheimerio, Parkinsono ir
kortikobasaliné degeneracija. Nors apie neurodegeneracinius sutrikimus zinoma, jau daugiau
nei 100 mety, jy patologija lieka iki galo neisaiskinta. Neturint tokios esminés informacijos
kurti vaistus, kurie sustabdyty ligos plitima ar ja iSgydyty, yra lengvai tariant, sudétinga.

Dazniausias ir geriausiai istirtas neurodegeneracinis sutrikimas yra Alzheimerio liga(?).
Sia liga serganciy zmoniy smegenyse aptinkamos dvi morfologiskai skirtingy filamenty san-
kaupos: senatvinés plokstelés, sudarytos is amiloido 3 , ir neurofibriliniai raizginiai, sudaryti
is Tau baltymo. Véliau buvo pastebéta, kad Tau baltymas dalyvauja ne vien AD | bet ir
apie 20 kity neurodegeneraciniy sutrikimy patologijoje.

Tau yra citozolinis baltymas skatinantis mikrovamzdeliy polimerizacijg i$ tubulino ir sta-
bilizuojantis Sias dinamines strukturas. Dél mutacijy ir modifikacijy Sis baltymas praranda
savo natyvig ir jgauna toksine funkcija. Toks pakites baltymas agreguoja ir sudaro fila-
mentus, kurie gali turéti jvairia morfologija. Taciau Tau baltymo agregacijos procesas néra
pilnai suprantamas, todél pasaulyje atliekami jvairus in vitro ir in vivo tyrimai, kuriais ban-
doma jj atskleisti. Pilnas ar bent aiskesnis mechanizmo suvokimas palengvinty vaisty nuo
neurodegeneraciniy sutrikimy paieska.

Tokiems tyrimams reikalingi dideli baltymo kiekiai, kuriuos pirkti yra labai brangu, todél
baltymai gryninami laboratorijoje.

Taigi mano bakalaurinio darbo tikslas iSgryninti rekombinantinio Tau baltymo izoformg

IN4R ir tirti jo agregacija. Tikslui pasiekti iskelti tokie uzdaviniai:
1. Pasigaminti rekombinantinio Tau baltymo (1N4R, izoforma).

2. Tirti Tau baltymo agregacija esant jvarioms salygoms naudojant heparing kaip agre-

gacijos induktoriy.
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1. Literaturos apzvalga

1.1. Amiloidiniai baltymai

Dél netirpiy baltyminiy filamentiniy sankaupy, kurios charakterizuojamos kaip amiloidi-
nés fibrilés atsiranda daug jvairiy ligu. Visos fibrilés turi bendra bruoza, t.y. turi didelj kiekj
p-kloséiy, kurios iSsidésto statmenai fibrilés asiai (?) (7?7 pav.). Taip pat pasizymi ypaé
dideliu atsparumu detergenty, temperaturos, bei organiniy tirpikliy poveikiui, todél sunkiai

degraduojamos lastelése.

1 pav. Amiloidiniy fibriliy struktura. A-NFGAIL peptidas i$ Zzmogaus amilino, B-I$ § 2
mikroglubulino K3 peptidas, C—amiloidas 5 1-40 (?).

Tam, kad baltymas galéty pereiti | savo amiloidine busena, jis turi pereiti konformacinius
pokycius, kuriy metu atidengiamos tam tikros baltymo sritys. Globulinio baltymo atveju,
jam reikia bent dalinai iSsivynioti pries jvykstant agregacijai. Taciau daugiau nei 30 procenty
eukariotiniy baltymu neturi specifinés globulinés strukturos (?), todél energetinis barjeras
skiriantis natyve ir agregatuotg forma yra mazesnis. Tokie baltymai, kad apsisaugoty nuo
agregacijos, turi mazai hidrofobiniy, bet daug prolino liekany, didelj kruvj ir maza skaiciy
agregagacija skatinanciy regiony. Nepaisant Siy apsauginiy mechanizmy tokie baltymai yra
labiau linke agreguoti nei globuliniai. Todél, nenuostabu, kad daugelis baltymy susijusiy
su amiloidozémis yra bestrukturiai. Tai tokie baltymai kaip: amiloidas [, a-sinukleinas,

kalcitoinas ir Tau.

1.2. Tau baltymo struktura ir domenai

Tau yra neuroninis su mikrovamzdeliais saveikaujantis baltymas. Jis skatina tubulino
polimerizacijg ir stabilizuoja neuronuose esantj mikrovamzdeliy tinkla. Baltymas lokalizuo-
tas aksone bei daug mazesnémis koncentracijomis somoje. Tau koduojantis genas yra 17
chromosomoje ir turi 16 egzony (7). Dél alternatyvaus mRNR splaisingo neuronuose eksp-
resuojamos 6 $io baltymo izoformos (?? pav.). Izoformos Zmogaus smegenyse yra skirtingai
pasiskirsc¢iusios neurony subpopuliacijose (7).

Tau baltyma sudaro du domenai: N gale yra projekcinis domenas, kuris gali sgveikauti
su plazmine membrana ir kitomis citoskeleto strukturomis, o C galas saveikauja su mikro-

vamzdeliais t.y. skatina tubulino polimerizacija j mikrovamzdelius ir slopina depolimerizacija

4
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2 pav. Schematiné Tau baltyma koduojancio geno iliustracija. Tau genas yra mazdaug
100 kbp ilgio ir turi 16 egzony, i$ kuriy -1 yra promotoriaus dalis. 1,4,5,6,9,11,12,13 egzonai
yra konstitutyvus, o 2,3 ir 10 gali buti pasalinti splaisingo metu, taip sudarant transkriptus
koduojancius 6 skirtingas izoformas. Jy ilgis gali varijuoti nuo 352 iki 441 aminorugsties.

(7). Siuos domenus dar galima iSskirstyti j regionus t.y. projekcinj domeng j N-terminalinj
ir proliny turtinga, o su mikrotubulinu saveikaujantj i mikrovamzdelius prisijungiantj ir C-
terminalinj regionus. Su mikrovamzdeliais sgveikaujanciame regione yra heksapeptidai PHF6
(VQIVYK) ir PHF6* (VQIINK), kurie yra kritiniai fibriliy susidarymui (?).

Rentgeno spinduliy difrakcijos, ziedinio dichroizmo spektroskopijos ir FTIR metodais ne-
pavyko aptikti jokios antrinés strukturos, todél baltymas buvo priskirtas natyviai bestruk-
turiams. Taciau gali buti kazkokio globulinio susilankstymo dél saveikos tarp Tau regiony.
Butent tai parodé Jeganathan ir kolegy atlikta FRET analizé, kad Tau gali tureti kazkokia
1 savarzéle panasia globuline struktura (?? pav.) (?).
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R1

3 pav. Molekulinés saveikos modelis.Su mikrovamzdelius prisijungiantys regionai pazyméti
skirtingomis spalvomis(raudona, geltona, Zalia, mélyna), o Salia esancios C- ir N- galinés
sekos pilka spalva. Langeliuose suzymeétos vietos, kuriose yra specifinés zymes reikalingos
FRET analizei. Adaptuota is (7).

Detalesni duomenys apie Tau antrine struktura buvo gauti panaudojus BMR. Parodytos
trys antrinés strukturos: [S-klostés, poliprolino spiralés, ir a-spiralés, taciau Sios strukturos
yra trumpalaikeés (7). [S-klostés aptiktos R2 ir R3 pasikartojimuose egzistuoja 22-25% lai-
ko (7). IS to suprantama, kad Tau néra visiskai bestrukturis baltymas, o egzistuoja kaip
konformery misinys. Paprastai tokie zymios strukturos neturintys baltymai pasizymi Ze-
mu hidrofobiskumu ir dideliu kruviu, esant fiziologiniam pH (?), taciau Tau kruvis esant

fiziologiniam pH yra tik 2+ (7).

1.3. Tau baltymo funkcija

Viena geriausiai zinomy Tau funkcijuy yra tubulino polimerizavimas j mikrovamzdelius
ir ju stabilizavimas. Tau gali prisiristi mikrovamzdelius dél savo turimy pasikartojanciy
regiony. Pastebéta, kad 4R Tau baltymo izoformos pasizymi 40 karty didesniu afinisSkumu
mikrovamzdeliams nei 3R. Toks skirtumas atsiranda dél peptido 274 KVQIINKK,g,. Esancio
tarp R1 ir R2 seky (7). Tam, kad susidaryty mikrovamzdeliai, i$ tubulino turi susiformuoti
nukleacijos centrai. Tau baltymas butent skatina Siy centry susidaryma. Prie mikrovamzde-
liy gali jungtis dviem budais: kai vyksta, jau esanc¢iy mikrovamzdeliy elongacija, jis jungiasi
prie strukturos pavirsiaus, taciau jeigu Tau saveikauja tik su tubulinu jis inkorporuojamas
i mikrovamzdelius kaip vidiné struktura (7). Per savo su mikrovamzdeliais saveikaujancius
regionus Tau baltymas gali saveikauti su spektrino ir aktino filamentais, dél to mikrovamz-
delius gali sujungti su kitomis neurone esanc¢iomis citoskeleto strukturomis (?).

Projekcinio domeno funkeija kol kas néra iki galo isaiskinta. Si baltymo dalis buna ,at-
sikiSusi“ nuo mikrovamzdelio j iSore, kad galéty saveikauti su kitomis lastelés strukturomis.

Nuo N-terminalinio regiono ilgio priklauso tarpy dydis tarp mikrovamzdeliy, tai gali jta-
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koti aksono diametra, kas yra ypa¢ svarbu periferiniams neuronams. Sis regionas taip pat
gali saveikauti su vidulgstelinémis membranomis, kaip mitochondrijy ir neurony plazminé
membrana (7).

Kinezinas ir dineinas yra motoriniai baltymai, kurie transportuoja medziagas per mikro-
vamzdelius j priesingas puses. Lasteléje Sie baltymai konkuruoja su Tau dél prisijungimo prie
mikrovamzdeliy pavirsiaus (7). Dél saveikos su Tau dineinas pakei¢ia savo judéjimo krypti,
kai tuo tarpu kinezinas disocijuoja nuo mikrovamzdelio (?) (?? pav.). Aksone didziausia Tau
baltymo koncetracija yra prie sinapsés, todél manoma, kad tokia sgveika padidina aksoninio

transporto efektyvuma (7).

Fosforilinimas Fosforilintas
m Tau
Tau prisjunges prie \_/
mikrovamzdelio
Deosforilinimas

4 pav. Tau baltymo ir motorinio baltymo sgveika ant mikrovamzdelio pavirsiaus. Tau
baltymas yra fosforilinamas, todél disocijuoja nuo mikrovamzdelio ir motorinis baltymas
gali toliau transportuoti savo krovinj.

Fosfolipazé C-v gausiausiai ekspresuojamas PLC Seimos izofermentas zmogaus smegenyse
(?). Jis hidrolizuoja fosfatidilinozitolio 4,5-bifosfata j dvi signalines molekules: diacilglicerolj,
kuris aktyvuoja baltymy kinaze C ir inozitolio trifosfata, kuris didina vidulgsteline Ca*"
koncentracija. Izofermentas aktyvuojamas fosforilinimu, tac¢iau Hwang ir kolegos parode,
kad Tau baltymas gali saveikauti SH3 PLC-y domenu ir ji aktyvuoti esant nesociy riebaly
rugsiy, tokiy kaip arachidoniné rugstis, be fosforilinimo pagalbos (7). Taip pat, Tau gali
saveikauti su nereceptorine tirozino kinaze, kaip fyn (?). Buvo parodyta, kad fyn saveika su
tau baltymu dalyvauja NMDA signalo reguliavime (?). Manoma, kad patologiné Tau forma
transportuoja fyn prie postsinapsinés membranos, kur ji fosforilina NMDA receptoriy ir taip
sukelia eksitotoksiskumg (7). Tau baltymas gali saveikauti ir su kitomis nereceptorinémis

tirozino kinazémis, kaip Src ir Lck.

1.4. Tau baltymo modifikacijos

Neurodegeneraciniai sutrikimai, kuriy patologijoje dalyvauja tau baltymas vadinami tau-
patijomis. Tai tokios ligos kaip frontotemporaliné degeneracija, Piko liga, progresyvus supra-
nuklearinis paralyzius, kortikobasaliné degeneracija, amiotrofiné lateraliné sklerozé, parkin-
sono liga, Alzheimerio liga ir daugelis kity. Vienas pagrindiniy patologiniy siy ligy pozymiy
yra netirpiy fibriliy i§ Tau baltymo susidarymas. Nors Tau turi daug jkrauty ir hidrofiliniy
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aminorugsciy ir turety buti atsparus agregacijai, jis gali sudaryti netirpius filamentus. Su-
prantama, kad tam reikalingi konformaciniai pokyc¢iai, kuriuos sukelia jvairios potransliaci-
nés modifikacijos ar mutacijos. Tai fosforilinimas, fermentinis ir nefermentinis glikozilinimas,

ubikvitilinimas, nitrinimas, oksidacija, acetilinimas ir proteolitinis karpymas (?) (?? pav.).

D4 R230 N255 N36S D48 E391 D421
K174 K190 K234 azss
ass K163 K180 K225 K240 Q244 Qz7é st Kiss o4
K340
K132 K150 K174 K228 K259 K280 K353
. . . R . - . | P . G - . . e ——
202 1212 s262 5404
TI81_ S1997208 1217 _ s241 5356 sa22
K280
—— . e e . e . e e s I e s e s e . . . . e . e PR e e s e e . e’ S s e e e . e
Y197 E391
T50 S68 $113 T153 T181 S191 52025210 T231 S241 5258 5285 sx4 82 Y304 5409 S416 S433
$46 T52 T69 T2 S184 S198T205T212 S235 s262 5308 5356 $396 5412 $422 5435
$56 TT1 $1855199 S2087217  S237 $400 S413 T427
5238 S404 Ta14

Prolinu turtingas regionas

5 pav. Tau baltymo modifikacijy iliustracija. Atitinkaimai i$ virSau j apacia pazymeétos
vietos: karpymo, poliamininimo, SUMQO'’ilinimo, nefermentinio glikozilinimo, glikozilinimo,
acetilinimo, nitrinimo, fosforilinimo. Raudonai apibreézti labiau agreguoti linkusiy heksapep-
tidy vietos. Adaptuota is (?)

Fosforilinimas yra geriausiai istirta ir daugiausiai tyrinéjama modifikacija ir daugelis ty-
rimy parodé, kad tai vienas pirmuju zingsniu link filamenty susidarymo (?). In vivo fos-
forilinimu reguliuojamas baltymo biologinis aktyvumas. Ilgiausia Tau baltymo izoforma turi
80 serino ir treonino liekany, kurios gali buti fosforilintos. Tam tikras fosforilinimo laipsnis
reikalingas optimaliai funkcijai uztikrinti t.y. fosforilinant baltyma keiciasi jo afiniSkumas
mikrovamzdeliams. Taciau hiperfosforilintas jis praranda savo biologinj aktyvuma (7). Tokia
baltymo forma ne vien pati praranda savo funkcija, bet inhibuoja tinkamai fosforilinto Tau ir
kity su mikrovamzdeliais saveikaujanciy baltymu veikla (7). Todél sutrinka mikrovamzdeliy
dinamika ir vidulastelinis transportas.

Paprastai smegenyse buna apie 2-3 molius fosfato liekany, kiekvienam moliui baltymo,
taciau sergant AD baltymas fosforilinamas 3 kartus daugiau (?). Si modifikacija sukelia
konformacinius pokycius, dél kuriy baltymas pradeda agreguoti j netirpius filamentus. Ta-
¢iau defosforilinus baltyma, jis gali disocijuoti nuo fibriliy ir atgauti savo biologine funkcija.
Nustatyta, kad AD atveju pagrindinés Tau baltymo fosfatazés PP-2A aktyvumas yra suma-
zéjes, o kinaziy kaip GSK-3, padidéjes. Manoma, kad hiperfosforilinta forma gali atsirasti
deél reguliaciniy fosfataziy ir kinaziy sutrikimy (?).

Glikozilinimas yra viena dazniausiy potransliaciniy modifikacijy, kuri skirstoma j dvi ru-
sis: O-glizokozilinimas ir N-glikozilinimas. Paprastai N-glikozilinami membraniniai ir sekre-

ciniai baltymai. Modifikacija vyksta endoplazminiame tinkle ir glodzio komplekse. Alz-
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heimerio liga serganc¢iy zmoniy smegenyse Tau baltymas yra pagrinde N-glikozilintas (?),
todel lieka neaisku, kaip Tau budamas citoplazminis baltymas yra N-glikozilinamas. In vitro
tyrimai parodé, kad N-glikozilinta Tau baltymo forma yra grei¢iau fosforilinama ir lé¢iau
defosforilinima (?). Priesinga funkcija atlieka O-glikozilinimas — inhibuoja baltymo fosforili-
nimg uzimdamas vietas skirtas fosfato grupei, bei steriskai strukdo kinazéms. N-glikozilinta
Tau forma, kuri dar néra hiperfosforilinta aptinkama Alzheimerio liga serganciy zmoniy
smegenyse, todél manoma, kad glikozilinimas jvyksta pries hiperfosorilinima (7).

Nefermentinis glikozilinimas — tai ne fermentinis sacharidy prijungimas prie polipeptido
a.r. liekany. Si modifikacija aptinkama tik agreguotoje Tau formoje. Nustatyta, kad ne-
fermentinis glikozilinimas sumazina kriting koncentracijg reikalinga agregaty susidarymui ir
juos stabilizuoja (?), bet pacios agregacijos nesukelia. Todél manoma, kad tai yra viena
veélesniy modifikacijy.

Skirtingai nei natyvi Tau forma, patologiné yra poliubikvitilinta. Ubikvitinas tai yra
76 kDa baltymas, kuris atlieka reguliacine funkcija proteosominei degradacijai. Natyvus
Tau gali buti degraduotas 20S proteosomos be poreikio ubikvitilinimui (7). Tadiau suagre-
gaves hiperfosforilintas baltymas tampa atsparus proteosominei degradacijai. Netgi mano-
ma, kad priesfibriliniai agregatai gali atsirasti butent dél kazkokiy sutrikimy Saperoninia-
me/proteosominiame ar autofaginiame/lizosominiuose mechanizmuose (?). Nors baltymo
negali pilnai degraduoti, jis gali buti apkarpytas. Deja, lieka neaiski konkreti apkarpymo
rolé patologijoje, tik nustatyta, kad kaspaziy ar kity proteaziy apkarpytas baltymas gali
greidiau agreguoti (7).

Tyrimai parodé, kad proteosominé degradacija gali buti inhibuojama uzkirtus kelig ubik-
vitilinimui acetilinant lizino liekanas (7). Acetilinimas inhibuoja Tau funkcijg ir skatina
fibrilizacija (?), bei inhibuoja fosforilinto Tau proteosoming degradacija (?). Nors galimy
modifikacijos viety yra apie 23, masiy spektorometrija nustatyta, kad svarbiausia yra K280
(7). Fibrilinés Tau baltymo formos Sios amino rugsties liekana yra acetilinta. In wvitro
tyrimai parodé, kad susidarius fibrilems K280 nebeacetilinama (7), vadinasi, modifikacija
ivyksta pries fibriliy susiformavima.

Oksidacinio streso metu susidaro peroksinitritas. Sis junginys gali nitrinti Tau baltyma 4
vietose. Buvo parodyta, kad paveikus baltymg peroksinitritu in vivo jis prarado savo funkci-
ja ir pradéjo agreguoti (7). Nors $i modifikacija siejasi su uzdegiminiu procesu ir patogeneze
neurodegeneracineése ligose, manoma, kad tam tikras nitrinimo lygis yra reikalingas tinkamai
biologinei baltymo funkcijai uztikrinti. Tokia hipotezé iskelta pastebéjus, kad is sveiky zmo-
niy smegeny isskirtas Tau baltymas nitrifikuotas Y197 vietoje, tai reiskia, kad tam tikras
sios modifikacijos kiekis gali buti nepatologiskas (7).

Be paminétyjy modifikacijy, Tau gali buti izomerizuojamas, ,susiuvamas glutaminu”,
bei SUMQ’ilinamas. Taip pat Tau baltymas gali agreguoti dél mutaciju ji koduojanciame
gene, kurios sukelia FDTP-17. Deja, Sios modifikacijos siame bakalauriniame darbe nebus

aptartos.
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1.5. Tau baltymo agregacija

In vivo Tau baltymo fibrilizacijos mechanizmas turi maziausiai du pagrindinius zingsnius.
Pirma, Tau baltymo funkcijos slopinimas potransliacinémis modifikacijomis, priverciantis jj
disocijuoti nuo mikrovazmdeliy, taip padidinant galin¢io agreguoti baltymo koncentracija.
Tokia, savo funkcijg praradusi forma gali sudaryti multimerinius Tau agregatus, vadinamus
oligomerais arba priesfibriliniais agregatais, kuriy negalima detektuoti S-klostéms specifiniais
dazais (?), todél manoma, kad jie dar neturi strukturos budingos subrendusioms fibriléms.
Antra, priesfibriliniai agregatai jgauna [-klosc¢iy strukturas ir sudaro protofilamentus, kurie
veliau virsta subrendusiais filamentais. Visi Sie etapai yra skatinami ar stabilizuojami tam
tikry potransliaciniy modifikacijy.

Isskiriamos trys pagrindinés klasés protofilamenty: spiraliniai filamentai (PHF), tiesus
filamentai (SF), bei susukti kaspinai (TR). [vairiose ligose skiriasi Siy protofilamenty su-
kiy periodiskumai, ilgiai ir plo¢iai. Sios protofibrilés gali sudaryti skirtingos morfologijos
subrendusius filamentus, kurie aptinkami fenotipiskai skirtingose ligose (?? pav.). Alzhei-
merio atveju aptinkami filamentai, kuriuos galima suskirstyti j tris grupes: neurofibrilinius
raizginius, neuropilinius filamentus ir neurotines plosteles (7), kurios sudarytos i tiesiy ir
spiraliniy filamenty. Tie patys protofilamentai gali sudaryti visiskai kitokios morfologijos
filamentus vadinami piko kuneliais, Piko ligos atveju (7). O progresyvaus supranuklearinio
paralyziaus atveju filamentai buna globuliniy raizginiy pavidalo (?). Manoma, kad tokie
skirtumai atsiranda dél skirtingy izoformy jeinanciy j filamenty sudéti, taciau tai yra ne-
labai tikétina, nes publikuoti du darbai, kuriuose gautos visos trys protofibriliy klasés is

vienos izoformos (?) (7). Daug labiau tikétina, kad tokia morfologiné jvairove atsiranda dél

skirtingy kamieny, kuriuos gali sudaryti Tau baltymas (7).

ok 1T

6 pav. Netirpus filamentai isskirti skirtingy taupatiju atveju. a) Alzheimerio ligos neuro-
fibriliniai raizginiai, b) Piko ligos piko kuneliai, ¢) kortikobasalinés degeneracijos globuliniai
raizginiai. Adaptuota is (7).

Turbut geriausiai istirta protofibriliy klasé yra spiraliniai filamentai. Juos galima su-
skirstyti i dvi dalis: branduolj, kurj sudaro su mikrovamzdeliais saveikaujantis regionas ir
pukuota apvalkala, kurj sudaro likusi baltymo dalis (7). Struktura uz branduolio riby esanciy
sric¢iy kol kas lieka neaiski, tik manoma, kad tai kazkas panasSaus | ,Sepeti“ (7). Filamen-

to branduolio struktiriniai tyrimai buvo sékmingesni. Siuo metu Zinoma, kad branduolyje
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esancios aminorugstys yra susilanksciusios j amiloidams budingg S-klosciy struktura. Daebel
ir kolegos pademonstravo, kad branduolj 3R izoformy atveju sudaro trys [S-juostos, kurios
sujungtos trumpais trukiais (7). Taciau aiski struktura 4R izoformy atveju lieka nezino-
ma. Bet TANGO algoritmu, nustatytos dvi sekos, labiausiai linkusios formuoti S-juostas,
t.y. PHF6 ir PHF6*. Li ir Lee, atliko agregacijos eksperimentus su deleciniais mutantais ir
parodé, kad nors abu heksapeptidai turi jtakos Tau filamenty susiformavimui, tik PHF6 yra
kritinis (7).

In vitro Tau baltymo fibrilizacijos kinetinis modelis yra panasus j kity amiloidiniy bal-
tymy. Stebima lag fazé, kurios metu formuojasi nukleacijos centrai ir jg sekantis greitas
fibriliy augimas (7). Dél to galime teigti, kad limituojanti stadija yra nukleacijos centry
susiformavimas. Aktyvacijos energija reakcijai yra tokia didelé, kad reikia daugiau nei vie-
nos savaités norint pastebéti Tau baltymo agregacija net esant dideléms koncentracijoms
(?). Todeél atliekant Tau agregacijos tyrimus naudojami polianijonai, kurie gali sumazinti
aktyvacijos energija trimis budais: 1) neutralizuoti teigiama baltymo kruvj, sumazinat ato-
stumos jégas 2) prisiriSant baltyma atidengiant hidrofobines sekas 3) skatinant hidrofobine
saveika, nes stabilizuoja vandenilinius rysius tarp vandens molekuliy (7). Sibille ir kolegos
nustaté, kad dél saveikos su heparinu Tau baltymas jgauna butent [-klosciy struktura (7).
Dazniausiais naudojamas polianijonas yra heparinas, bet gali buti naudojami ir kiti, tokie
kaip RNR ar arachidoniné rugstis.

Tau baltymo agregacijos grei¢io priklausomybé nuo polianijony yra varpo formos (77).
Tikslus agregacijos mechanizmas nezinomas, bet yra Ramachandran ir Udgaonkar pasiulytas
modelis; heparinas padeda susiformuoti agreguoti galin¢iam dimerui, kuris atlieka nukleaci-
jos centro funkcija (7). Tolimesné eleongacija vyksta pridedant monomera prie augancios
fibriles. Svarbu tai, jog pats heparinas j fibriliy branduolj néra inkorporuojamas?. Taciau
pats heparino disociacijos mechanizmas lieka neaiskus: ar heparino disocijacija sukelia toli-

mesnius strukturinius pokycius, ar strukturiniai pokyciai sukelia disocijacija (?7) (7?7 pav.).

Formuojant fibriles su heparinu kaip ir in vivo gaunamos trys skirtingos protofilamenty
morfologijos (?) (7). Taciau licka pagrindinis klausimas, del kurio kyla daug debaty: ar
sios fibrilés yra tokios pat kaip randamos in vivo. Nors keletas tyrimy nustaté protofibriliy
parametrus panasius kaip AD atveju (?), kiti gavo dydzius labai skirtingus (7). Lieka vienas
svarbiausias pozymis, kad tiek i§ AD isskirtos, tiek in vitro gautos fibrilés naudojant rekom-

binantinj baltyma ir heparing gali veikti kaip Sablonas natyvaus Tau baltymo fibrilizacijai.

1.6. Tau fibrilés ir toksiskumas

Ilgai buvo daroma prielaida, kad Tau baltymo fibrilés yra toksiskos, nes jy susidarymas
turéjo sasajos su smegeny funkcijos silpnéjimu (7). Taciau vis didéjantis skaicius tyrimuy
parodo, kad Tau oligomerai gali buti citotoksiskesni nei subrendusios fibrilés, nes fibriliy
turintys neuronai gali iSgyventi desimtmecius (7). Taip pat, tyrimuose su gyvunais, kuriy

smegenyse yra padidinta ekspresija Tau baltymo, neurodegeneracija pastebima pries susida-
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Agreguoti Priesfibriliniai Subrendusios
galintis dimeras agregatai fibrilés

. Konformaciniai
. pokyc¢iai

Nefibriliniai agregatai

Momomerai

7 pav. Heparino veikimo mechanizmas. Heparinas padeda susiformuoti agreguoti galintiems
dimerams. Sis dimeras veikia kaip nukleacijos centras ir prie jo jungiant po Tau monomera
vyksta fibrilés elongacija.

rarant fibrilems (7). Be to, kai peléms suleidziami iSskirti oligomerai, o ne monomerai ar
fibrilés, atsiranda atminties sutrikimy ir sinapsiné disfunkcija (7).

Nors neaptikta, kad fibrilés pasizyméty tokiomis citotoksinémis savybémis kaip oligo-
merai, jos gali atlikti visiSkai kitokig funkcija nei ilga laika buvo manoma. Tau oligomery
pasizyminciy neurotoksinémis savybéms, vertimas inertinémis fibrilémis galéty buti lasteliy
apsauginis mechanizmas pries tokias patologines baltymo formas. Taciau fibriliy kaupimasis
palieka mazai vietos organoidams. Ultrastrukturiniai tyrimai parodé, kad fibriliy turinc¢iuose
neuronuose nyksta endoplazminis tinklas ir ribosomos, bet islieka mitochondrijos, vadinasi,
sumazéja baltymy sintezé, taciau islieka oksidacinis metabolizmas (7). Taip pat pademonst-
ruota, kad Tau fibrilés gautos su arachidone rugstimi inhibuoja nuo kinezino priklausoma
transporta, taciau nepakeicia mikrovamzdeliy morfologijos (7). Bet sis pastebéjimas buvo
véliau patikslintas, kad butent uz mikrovamzdeliy destabilizavima yra atsakinga patologi-
né Tau forma, kuri dar néra suagregavusi (7). Todél dabar fibrilés laikomos netiesiogiai

citotoksiska forma, kuriy rolé gali buti apsauginée (7).

1.7. Tioflavinas T

Vienas dazniausiai naudojamy metody tiriant amiloidines fibriles yra fluorescencinés

spektroskopija, naudojant fibriliy strukturai specifinius dazus. Stebint fibriliy susidaryma
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dazniausiai naudojamas benzotiolo dazas tioflavinas T (7?7 pav.). Laisvo ThT suzadinimo
ir emisijos bangos ilgiy maksimumai yra 380 nm ir 445 nm, taciau prisijungus amiloidines
fibriles sie bangos ilgiai pasikeicia atitinkamai j 450 nm ir 480 nm. ThT selektyviai jungiasi
prie amiloidinéms fibriléms budingos [-klosc¢iy strukturos ir pradeda intensyviau fluorescuo-
ti. Manoma, kad dramatiskas ThT fluorescencijos intensyvumo sustipréjimass atsiranda dél
tam tikros konformacijos imobilizavimo (?). Laisvoje formoje, junginys dél mazos aktyva-
cijos energijos, benzilamido ir benzationo ziedai gali laisvai suktis, apie savo bendrg C-C

jungti (7). Dél sios rotacijos, junginio suzadinimas greitai nuslopinamas, todeél laisvas ThT

N+ /
N
sj C \

8 pav. Tioflavino T struktura Adaptuota is (?)

prastai fluorescuoja. Prisijungus dazui prie amiloidiniy fibriliy inhibuojama rotacija, todél
nebeslopinamas suzadinimas. Deja, buvo parodyta, kad ThT gali sgveikauti su hidrofobi-
némis globuliniy baltymy spiralémis ir daug a-spiraliy turinciomis strukturomis (7). Todél,

norint garantuoti, kad suformuotos fibrilés reikéty atlikti papildomus eksperimentus.
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos

o TRIS, ROTH, >99%

o MES, Fisher Scientific, >98%

« HEPES, ROTH, >99%

« CH;COOH , Across Organic, >99.5%
o Tioflavinas T, Sigma Aldrich

o Heparinas, Across organic

o EDTA, Fisher Scientific, >99%

o Triptonas, Fisher Scientific

o Mieliy ekstraktas, Oxoid

« NaH,PO,, Across Organic, >99%
« Na,HPO,, Across Organic >99%
« KH,PO,, ROTH, >99%

« K,HPO,, >99%

« NH,CI, Across Organic, 99.6%

» Na,SO, Across Organic, 99.6%

o MgSO, - 7H,0,Fisher Scientific
 Glicerolis, Across Organic, >99%
o Dekstroze, Fisher Scientific, 99.8%
o HCI, Across Organic, 37%

o NaOH, Across Organic

o DTT, Fisher Scientific

o NaDS, Fisher Scientific, >99%

« Glicinas, Fisher Scientific, >98,5%

« (NH,),SO,, Across Organic, 99.5%
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« PMSF, ROTH, >99 %
« TEMED, Fisher Scientific

o APS, Across Organic, 99,5 %

2.2. Laboratoriné jranga

o PCB analitinés svartyklés d=0.01, KERN

o IB-15G termostatas, Fisher Scientific

o Rotor-GEne Q real-time PGR cikleris, QIAGEN
o AS 4.500 rotorius, Herolab

o UV-1800 spektrofotometras, Shimadzu Scientific
o Techno Maxi centrifuga, Fisher Scientific,

o Kolonele XK-26, GE Healthcare

» Kolonélé Triton 10/600, GE Healthcare

o AKTA chromatografiné sistema, GE Healthcare
o Mini Dry Bath Termostatiné vonele, Fisher Scientific
o ARE magnetiné maisyklé, VELP Scientific

o AF 6.500 rotorius, Herolab

o AF 8.50.2 rotorius, Herolab

o KS 4000i purtykle, IKA

o HiCen SR superspeed centrifuga, Herolab

o Homogenizavimo zondas VS70T, Bandelin

» Ultragarsinis homogenizatorius Sonopuls HD 3100, Bandelin

2.3. Tirpalai ir buferiai
2.3.1. Gryninimo buferiniai tirpalai

o A: 25mM TRIS, 10mM EDTA, 0.1mM DTT, 0.1mM PMSF pH 7.4
o B: 1M NaCl, 25mM TRIS, 10mM EDTA, 0.1mM DTT, 0.1mM PMSF pH 7.4

« C: 20mM PBS, 0,1 PMSF pH 7.4
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o« D: 10mM HEPES pH 7.4

« E: 8M Uréja, 10mM TRIS pH 8.0

2.3.2. Mitybinés terpés
o ZYM-5052: terpé ruosiama kaip aprasyta literaturos saltinyje (7).

o LB (Luria Broth): 10 g NaCl, 10 g baltymu hidrolizato, 5 g mieliy ekstrakto iStirpi-

nama 1 1 dejonizuoto vandens, pH 7. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperaturoje.

e« S.0.C.: 2 g peptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 3,5 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 10 mM MgSO4, 20 mM gliukozés. Peptonas, mieliy ekstraktas, NaCl ir KCI
tirpinami 97 ml dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperaturoje.
Atausinus iki kambario temperaturos, pridedama Mg drusky ir gliukozés ir steriliai
nufiltruojama.

2.3.3. Tirpalai

o 50mM MES pH 6,11 6,22 6,33 6,44, 6,55, 6,66

« 50mM CH;COOH pH 5

e 50mM HEPES pH 7,41

e 50mM TRIS 50mM pH 8.84

e 10mM ThT

e 2,7g/ml Heparino

o 1M NaOH

« 1M HCI

« 7% TCA

2.4. Metodai

2.4.1. Transformacija j kompetentines lgsteles

IN4R izoforma koduojantj gena turinti plazmidé pRK172 buvo gauta is M.Goedert (7).
Paimama petri lékstelés su agarizuota LB terpe, kurioje yra 100 pg/ml ampicilino ir sildo-
ma termostate, kuriame nustatyta 37 °C temperatura. Tada [ 30 pL. kompetentiniy lasteliy
idedamas 1pL plazmidés ir laikoma ledo vonioje 30min. Po inkubacijos vykdomas termo-
sokas, 90s inkubuojama 42 °C temperaturoje, pra¢jus laikui misinys greitai perkeliamas j
ledo vonia ir laikoma 2 min. Streso pasalinimui j transformacijos misinj pridedama 400 pL

S.0.C. terpés ir inkubuojama 37 °C temperaturoje 45 min, esant pastoviam purtymui (220
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aps/min). Lastelés centrifuguojamos ir nupilama 300 pL supernatanto. Likusiam 130 pL
resuspenduojamos lastelés ir iss¢jamos ant petri lékstelés. Auginama 16 h, esant 37 °C

temperaturai.

2.4.2. Rekombinantinio baltymo ekspresija

Pirma paruosiama naktiné kultura. ] 100 ml LB mitybinés terpés, kurioje yra 100 nM /ml
ampicilino uzséjama viena kolonija nuo petri lékstelés ir auginama 16 h esant 37 °C tem-
peraturai ir pastoviam purtymui (220 aps/min). Tada 20 ml naktinés kulturos perséjama j
kolba, kurioje yra 400 ml ZYM-5052 terpés su 100 ng/ml apmicilino. Auginama esant 37 °C
temperaturai ir pastoviam purtymui 220 aps/min 5h. Auginimo metu imami méginiai kas 1
valandg, kurie véliau analizuojama NaDS-PAAG metodu. Baigus auginimg kulturinis skys-
tis centrifuguojamas 35 min 5000 aps/min. Supernatantas nupilamas, o biomasé surenkama

ir uzsaldoma -20 °C.

2.4.3. Baltymy elektroforezés méginiy ruosimas

1. Reikalingas kulturinio skysc¢io méginiy turis apskaic¢iuojamas pagal optinj tankj. Po
vienos valandos paimame 300 pL. méginj. Dar po valandos imant méginj pamatuojamas
optininis tankis ir méginio turis apskaic¢iuojamas pagal formulg(1). Tada méginiai
centrifuguojami esant 6000 aps/min 2 min. Supernatantas nusiurbiamas, o nuosedos

resuspenduojamos 20 pl 6x dazo.

_OD1X‘/1

1
T 1

kur O D;- optinis tankis pirmo méginio paémimo metu, V- paimto pirmo méginio turis,

O Ds-optinis tankis antro méginio paémimo metu.

2. Is chromatografijos metu gauty frakcijy ruosiami méginiai juos sumaisant atitinkamu

santykiu su 6x dazu.

3. Méginiai turintys daug stipria jonine jéga pasizyminciy druskuy, kaip (NH,),SO, iSso-
dinami su TCA. 50 pL méginio uzpilama 1 ml TCA 7 % tirpalu ir inkubuojama 10
min. Centrifuguojama 5 min esant 10000 aps/min. Nuosédos istirpinamos po truputj
pridedant 0,1 M NaOH kol pilnai istirpsta.

Visi méginiai kaitinami 10 min esant 98°C temperaturai.

2.4.4. NaDS-PAAG elektroforezeé

Geliai ruosiamas sumaisant lenteléje nurodytus reagentus, pagal surasyta eiliSkumo tvar-
ka. Pirma sumaisomi reagentai reikalingi skirstomajam geliui stiklinéeléje. Stiklinélé lengvai
sukama palei stala, kad gerai susimaisyty reagentai. Tada gelis supilamas tarp elektroforezés

ploksteliy ir uzsluoksniuojamas 1 ml dH,0O. Skirstomojo gelio polimerizacija vykdoma apie
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1 lentelé. Elektroforezés gelio reagentai

Frakcionuojantis gelis Koncentruojamasis gelis
dH,O 2,50 ml dH,O 1,27 ml
1,6M Tris-HC1 pH 8,8 1,53 ml 1M Tris-HCI1 pH 6,8 500 pl
40% AA/BAA 1,83 ml  40% AA/BAA 201 nl
10% NaDS 61 ul 10% NaDS 20 ul
APS 30,5l APS 10 nl
TEMED 3,65 pl  TEMED 2 ul

40 min. Taip pat kaip ir skirstomasis sumaisomas koncentruojamasis gelis ir supilamas ant
skirstomojo gelio tarp elektroforezés ploksteliy. Supylus gelj jstatomos Sukos, kad susifor-
muoty Sulinéliai ir polimerizuojama 30 min. Susipolimerizavus geliui plokstelés jstatomos
i elektroforezés aparatg ir uzpildoma elektroforezés bueriniu tirpalu. IStraukiamos sSukos,

suleidziami meéginiai ir paleidziama srové (I=30 mA).

2.4.5. Biomasés paruosimas chromatografijai

Is saldiklio iStraukta biomasé uzpilama 50 ml buferinio tirpalo A ir atitirpinama. Biomasé
perkeliama j homogenizatoriy ir jame homogenizuojama. Homogenizuota biomasé praskie-
dziama dar 50 ml buferinio tirpalo A ir jstatoma j ledo vonia. Tada ardoma ultragarsu 17
min 60 s darbo ir 60 s poilsio intervalais, esant 70 % amplitudei, naudojamas VS70T homo-
genizavimo zondas. Suardyta biomasé centrifuguojama 30 min esant 17000 aps/min, taip

pasalinamos lasteliy nuolauzos.

2.4.6. Chromatografinis gryninimas

1. Anijony mainy chromatografija. 10 ml sorbento DEAE-Sepharose Fast Flow™
supilams j kolonéle XK-26 ir praplaunamas distiliuotu vandeniu. Toliau pusiausvy-
riniama buferiniu tirpalu A, tol kol sorbento tirpalo pH bus 7,4. Ant nulygsvarinto
sorbento uznesamas suardytos biomases supernatantas, tikslinis baltymas nesisorbuo-
ja, todél renkamas pratekéjimas. Likus Siek tiek supernatanto virs sorbento dar pa-
pildomai uzpilama 50 ml buferinio tirpalo A, kad i$ sorbento iSplauti galimus tikslinio
baltymo likucius. Procesas vykdomas saldytuve esant 4°C temperaturai. Likusios ant

sorbento priemaisos pasalinamos regeneracijos metu, ji praplaunant 1M NaCl tirpalu.

2. Katijony mainy chormatografija. 15 ml sorbento CM Sepharose Fast Flow™
pusiausvyrinamas stiklinéléje buferiniu tirpalu A vis nupilant seng buferj ir uzpilant
nauja, tol kol sorbento tirpalo pH bus 7,4. Nupusiausvyrinus sorbenta ant jo uzpilamas
pratekéjimas po anijony mainy chromatografijos ir inkubuojama 30 min, lengvai mai-
sant. Po inkubacijos sorbentas su prisirisusiais baltymais supilamas j XK-26 kolonéle
ir prijungiama prie AKTA chromatografinés sitemos. Chromatografija vykdoma esant
3 ml/min greiiui ir eliucijai naudojamas 40 min 0-40 % gradientas buferinio tirpalo

B. Renkamos frakcijos po 6 ml.
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3. Issodinimas amonio sulfatu. Po katijony mainy chromatografijos frakcijos turincios
tikslinj baltymg iSsodinamos amoniosulfatu per naktj, naudojamas 30 % jsisotinimas.
Nuosédos centrifuguojamos 20min esant 17000aps/min ir resuspenduojamos 1,6 ml

buferinio tirpalo C.

4. Gelfiltraciné chromatografija. 60 ml sorbento Superdex 200 Prep Grade. Sor-
bentas praplaunamas distiliuotu vandeniu ir supilamas j Trition 10/600 kolonéle prie
kurios yra prijungtas papildomas 10/300 rezervuaras. Supylus sorbenta vieng valanda,
1 ml/min grei¢iu distiliuotu vandeniu plaunamas ir tuo paciu pakuojamas sorbentas.
Praéjus valandai 10min leidziama 3 ml/min grei¢iu, kad dar stipriau susipakuoty sor-
bentas. Sorbentui susispaudus nuimamas papildomas rezervuaras ir virSutinis adapte-
ris perkeliamas ant Triton 10/600 kolonélés. Tada dar 10 min pakuojamas sorbentas
esant 3 ml/min greiciu. Baigus susipakavimui greitai nuleidziamas virsutinis adapteris
iki pat sorbento. Kolona pusiausvyrinama buferiniu tirpalu C. Naudojamas 1mL/min

greitis ir uznesinéjama po 0,4 ml méginio. Surenkamos frakcijos po 1 ml.

Koncentravimas ir koncentracijos matavimas

Po gelfiltracijos atliekamas koncentravimas. Baltyminis tirpalas supilamas j ,,Amicon®
Ultra—15“ koncentratoriy ir centrifuguojamas 20 min esant 5000 aps/min. Koncentratas
uzpilamas 10 mM HEPES pH 7.4 buferiniu tirpalu ir vél centrifuguojama. Taip pakeic¢iamas

buferinis tirpalas.

2.4.7. Sorbenty regeneravimas

1. Jony mainy sorbentai regeneruojami iskrovus juos is kolonos. Pirma sorbentas gerai
atplaunamas H,O tada sorbentas uzpilamas 1 M NaCl tirpalu ir laikomas 1 h, po to
vel gerai atplaunamas vandeniu. Ta pati veiksmy seka kartojama su 1 M NaOH ir 1 M
CH,;COOH. Sorbentas uzpilamas 20 % EtOH ir padedamas j saldytuva.

2. Gelfiltracinis sorbentas regeneruojamas kolonoje prijungtoje prie chromatografo. Pra-
plaunama buferiniu tirpalu E, kad pasisalinty galimai percipitave ir hidrofobiskai pri-
sijunge baltymai. Tada kolona gerai atplaunama H,O, atjungiama nuo chromatografo

ir jstatoma } stova.

2.4.8. Tau baltymo agregacijos tyrimai fluorescencinés spektroskopijos budu

Fluorescencijos prilausomybei nuo laiko naudojamas realaus laiko PGR aparatas ,,Qiagen
Rotor-Gene Q“. Naudojamas zaliasis aparato kanalas t.y. suzadinimas 470 nm, o emisija
detektuojama 510 nm. Naudojamas rotorius, kuriame patalpinti méginiai sukasi 400 aps/min
greiCiu ir emisija matuojama kas 1 min, palaikant pastovig temperaturg. Agregacija tiriama

esant zemiau pateiktoms salygoms.
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« Buferinio tirpalo jtakos tyrimas. Naudojama 30 pM baltymo, 50 pM ThT, 135 ng/mL
heparino. Naudojami buferiniai 50 mM CH;COO™ pH 5, 50 mM MES pH 6, 50 mM
HEPES pH 7, 50 mM Tris pH 8, esant 50 °C.

o Heparino koncentracijos jtakos tyrimas. Naudojama 30 pM baltymo, 50 pM
ThT, 50 mM MES pH 6 buferinis tirpalas ir heparino koncentracijos: 67,5png/ml,
135pg/ml, 202,5 ng/ml, 270 pg/ml, 337,5 ng/ml, 405 pg/ml, 4725 ng/ml, 540 pg/ml,
607,5 pg/ml, 675 pg/ml, 742,5 ng/ml, 810 pg/ml, esant 50 °C.

« Joninés jégos jtakos tyrimas.Naudojama 30 pM baltymo, 50 pM ThT, 135 pg/ml
heparino, 50 mM MES pH 6 buferinis tirpalas ir NaCl koncentracijos: 50 mM, 100 mM,
150 mM, 200 mM, 250 mM, 300 mM, 350 mM, 400 mM, 450 mM, 500 mM, esant 50°C.

« Baltymo koncentracijos jtakos tyrimas.Naudojama, 50 pM ThT, 135 pg/ml he-
parino, 50 mM MES pH 6 buferinis tirpalas ir baltymo koncentracijos: 10 pM, 20 nM,
30 pM, 40 uM, 50 pM, 60 pM, esant 50 °C.

o Séklos jtakos tyrimas.
1. Naudojama, 30 pM 1N4R+sékla, 50 pM ThT, 135 pg/ml heparino, 10 % séklos
ir 50 mM MES pH 6 buferinis tirpalas, esant 50 °C.
2. Naudojama, 30 pM 1N4R+sékla, 50 pM ThT, 10 % séklos ir 50 mM MES pH 6

buferinis tirpalas, esant 50 °C.

2.4.9. Duomeny apdorojimas
Visos gautos fluorescencinés kreivés yra normalizuojamos pagal formule:

Imaac - ]mzn

I/ 1w = (2)
Agregacijos reakcijos greiciai buvo apskaicuojami panaudojant tiesine aproksimacija tarp
0,4 ir 0,6 nuo kreivés maksimumo (?? pav.). Nepritaikytas matematinis modelis duomeny
gluodinimui, nes esant skirtingoms salygoms gaunama skritinga kreiviy forma. Vienu atveju
labiau hiperboliné, kitu labiau sigmoidiné. Paklaidos skai¢iuojamos pagal stjudento metoda,

naudojant 0,95 pasikliovimo tikimybe.
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9 pav. ThT fluorescencijos kreive esant 30pM 1N4R, 10pM heparino, 50pM ThT, 50mM
MES pH buferinis tirpalas, esant 50°C.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Tau baltymo 1N4R izoformos gryninimas
3.1.1. 1N4R izoformos ekspresija

Atlikta transformacija i E.coli BL21star(DE3) kamieng. Transformantai auginti LB ter-
péje, po to perséti i ZYM terpe, kurioje vykdoma izoformos sintezé. Tikslinio baltymo
ekspresija isanalizuota NaDS-PAAG elektroforezés metodu (7?7 pav.). Aiskiai pastebéta,
kad izoformos ekspresija prasideda tarp 3 ir 4 valandos. Nors remiantis programos ,,Prot-
Param® pateikiamais duomenimis rekombinantinés 1N4R izoformos molekuliné masé turéty
buti 42835,5 Da (?), bet NaDS-PAAG stebima daug didesné molekuliné masé. Taciau is
analizuotos literaturos zinoma, kad tai daznas neatitikimas, leidziant Tau baltymo izofor-

mas poliakrilamidiniame gelyje ju molekulinés masés gaunamos ribose 45 — 65 kDa (7).

M 1 2 3 4 =]
- 'E_-* ———
--’—
== -
S S —
— ]
50kDa
- .-
-8 8 B
— -
— —

10 pav. Rekombinantinés 1N4R izoformos ekspresija. Raudona rodykle pazymeétas tikslinis
baltymas. M- molekuliniy masiy markeris, 1-5 kas viena valanda imti kulturinio skyscio
meginiai.

3.1.2. 1N4R izoformos gryninimas

Uzauginta biomasé buvo surinkta centrifuguojant ir suardyta ultragarsu. Pasalinus su-
ardyty lasteliy nuolauzas, i$ lizato gryninta Tau baltymo izoforma 4 Zingsniais: katijony ir
anijony mainy chromatografijos, iSsodinimas amonio sulfatu ir gelfiltracija. Pirma, atlieka-
ma anijony mainy chromatografija. Pratekéjimas analizuojamas NaDS-PAAG elektroforezeés
metodu (?? pav.). IS elektroforeogramos matoma, kad pratekéjo tikslinis baltymas, o ant
sorbento liko daug priemaisy. Toliau atlikta katijony mainy chromatografija. Buferinio

tirpalo tekéjimo srové nuo sorbento pasalina didelj kiekj priemaisy, kurios prie sorbento sor-
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buojasi dél nespecifinés saveikos, joms pasiSalinus izoforma eliuota NaCl gradientu (77 pav.
). Gryninimo metu surinktos frakcijos buvo analizuotos NaDS-PAAG elektroforezés metodu
(?? pav.).

M
116,0 kDa

66,2 kDa ——an

45,0kDa e

35,0kDa

25,0kDa

11 pav. Tau baltymo izoformos 1N4R gryninimo elektroforeograma. M-molekuliniy ma-
siy markeris, 1-lasteliy lizatas, 2-po anijony mainy chromatografijos, 3-po katijony mainy
chromatografijos, 4- iSsodinimas amonio sulfatu, 5-po gelfiltracijos.

Atsizvelgiant | elektroforeograma, frakcijos, kuriose yra Tau baltymo izforma apjung-
tos i$ iSsodintos amonio sulfatu (?? pav.). Po percipitacijos, nuosédos nucentrifuguotos ir

supernatantas pasalintas.

mAl

150 ¢

100

) 30 100 150 250 ml

12 pav. Gryninimo su CM Sepharose Fast Flow chromatograma. Mélyna linija Zymima ab-
sorbicja esant 280nm bangos ilgiui, buferinio tirpalo B gradientas, raudona rodykle pazymeéta
smailé, kurioje yra tikslinis baltymas.

Resuspenduotos nuosédos ir vykdyta, paskutiné gryninimo stadija - gelfiltracija, kurios
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metu pasalintos likusios priemaisos. Chromatografijos metu pasalinamos mazesnés moleku-
linés masés priemaisos. Surinktos frakcijos iSnalizuotos taip pat baltymy NaDS-PAAG elekt-
roforezés metodu ir matomas baltymas su minimaliu kiekiu priemaisy (?? pav.). Frakcijos
su grynu baltymu koncentruojamos iki bmg/mL koncentracijos. Molekulinés masés patikri-
nimui atlikta masiy spektrometrija, iSgrynininto baltymo molekuliné masé gauta 42835,8 Da
(atliko Dr. Vytautas Smirnovas). Gauta molekuliné masé sutampa su teorine, todél buvo
galima teigti, kad sékmingai iSgrynintas tikslinis baltymas. IS viso atlikti 5 tokie gryninimai,
ju metu gauti baltymy kiekiai pateikti 7?7 lenteléje ir apskaiciuota kiek toks kiekis baltymo

kainuoty perkant i$ jmoniy 77 lenteléje.
2 lentelé. Gryninimo metu gauti 1N4R izoformos kiekiai

Gryninimo Nr. Biomases kiekis,(g) 1N4R kiekis, (mg)

1 8,50 £ 0,01 753 £ 0,01
2 8,40 & 0,01 10,85 + 0,01
3 8,34 + 0,01 8,16 + 0,01
4 5,90 & 0,01 5,07 £ 0,01
5 15,20 % 0,01 15,61 & 0,01

I3 viso: 47,22 £ 0,05

3 lentelé. 1N4R izoformos gamintojy kainos

Imonés pav.  Grynumas Kaina (50pg/eur) ISgryninto kiekio kaina (eur)
Sigma-Aldrich >90 498,5 468590
rPeptide >90 200,9 188846
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3.2. Agregacijos tyrimas
3.2.1. Buferinio tirpalo jtaka

Agregacijos tyrimai atlikti matuojant ThT fluorescencija, taciau su Tau baltymo 1N4R
izoforma laboratorijoje, kurioje atlikau savo bakalaurinj darba, nebuvo dar atlikti jokie eks-
perimentai todél, reikéjo parinkti tinkama agregacijos reakcijos buferj.

Analizuotoje literaturoje daugelyje straipsniy buvo paminéta, kad joniné jéga slopina Tau
baltymo agregacija naudojant polianijona heparina (??7). Todél pasirinkti keturi skirtinga pH
ir maza jonine jéga turintys buferiniai tirpalai. Matuojant ThT fluorescencijg nustatyta, kad
intesyviausia fluorescencija ir didziausias agregacijos greitis pastebimas esant 50mM MES

pH 6 buferiniam tirpalui (?? pav.). Todél tolimesniems eksperimentams buvo pasirinktas Sis
buferinis tirpalas.

% 0,16
0,14
§ 60, 0,12
§ g 0,107
=
S 40 £ 0,08]
3 Z
g = 0,06 %
S 207 0,04
0,02
0 A 0,00-— : : B
5 6 7 8 5 6 7 8
pH pH

13 pav. Agregacijos greicio priklausomybé naudojant skirtingus buferinius tirpalus. A-ThT
fluorescencijos kreivés B-agregacijos greiciai.

3.2.2. Heparino koncentracijos jtaka

Pasirinkus agregacijos reakcijos buferj, toliau tirta izoformos ir heparino stechiometrijos
itaka agregacijos greic¢iui. Tiek Th'T fluorescencijos, tiek elongacijos greitis buvo diziausias
esant mazoms heparino koncentracijoms (?? pav. ). Toks rezultatas sutapo su straipsniuose
aprasytais désningumais (?7). Kaip jau buvo minéta literaturinéje dalyje, ThT fluorescenci-
jos sustipréjimas nebutinai reiskia (-klos¢iy susidaryma, todél buvo padaryta nuotrauka su
atominés jégos mikroskopu (atliko Tomas Sneideris). Aigkiai matoma ilga susisukusi fibrile,

savo forma panasi j spiralinj filamenta. (?? pav.).
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14 pav. Agregacijos priklausomybé nuo heparino koncentracijos. A-pateiktos ThT flu-
orescencijos kreives, kai reakcijos misinyje yra (raudona) ir néra (zalia) heparino. B-ThT
fluorescencijos intesyvumai esant skirtingoms heparino koncentracijoms. C—Agregacijos grei-

¢iai esant skirtingoms heparino koncentracijoms. D—fibrilés nuotrauka padaryta su atominés
jégos mikroskopu

3.2.3. Joninés jégos jtaka

Nieko nuostabaus, kad reakcija, kurioje dalyvauja polianijonas priklauso nuo joninés jé-
gos. Naudojant buferinius tirpalus, kuriuose yra skirtinga NaCl koncentracija buvo istirta
jonineés jégos jtaka. Didziausias greitis buvo pastebétas esant 50mM NaCl, taciau koncent-
racijai virsijus 150mM reakcijos miSinyje esantys jonai ekranuoja elektrostatine saveika tarp
baltymo ir heparino, todél agregacija nebevyksta (?? pav.). Sie duomenys sutampa su (?)

gautais rezultatais, nors buvo naudota kita temperatura ir kitoks buferinis tirpalas, nei jy
aprasytame eksperimente.
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15 pav. Agregacijos priklausomybé nuo joninés jégos. A—ThT fluorescencijos kreivés, esant
skirtingoms NaCl koncentracijoms. B-agregacijos greiciai, esant skiringoms NaCl koncent-
racijoms

3.2.4. Baltymo koncentracijos jtaka

Atliktas eksperimentas, kurio metu islaikant pastovy heparino ir baltymo santykj ir tirta
didéjancios baltymo koncentracijos jtaka agregacijos greiciui. Toks bandymas nebuvo pa-
stebétas nei viename analizuotame straipsnyje. Paprastai didinant baltymo koncentracija
pastebima intesyvesné ThT fluorescencija, bei greitesné agregacija. Gauti resultatai nebuvo

isimtis (7?7 pav.).

0,8 8
o 10 uM
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£ 04 = ° %
< 04 0 40 uM 3 4
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16 pav. Agregacijos priklausomybé nuo baltymo koncentracijos. A—ThT fluorescencijos
kreivés, esant skirtingoms baltymo kocentracijoms. B-agregacijos greiciai esant skirtingoms
baltymo kocentracijoms.

3.2.5. Seéklos jtaka agregacijai

Tiriant pries tai minéty veiksniy jtaka suformuota daug fibriliy, kurias buvo galima pa-
naudoti kaip séklg. | reakcijos misinj buvo pridéta 10 % tokios séklos. Gauti duomenys aiskiai
parodo, kad pridéjus séklos agregacija vyksta greiciau (?? pav.). Remiantis Ramachandran

ir Udgoankar modeliu, jau suformuotos fibrilés turi versti monomerus j ju amiloidine for-
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ma be polianijono, todél is reakcijos misinio buvo pasalintas heparinas ir pridéta tik séklos.

Agregacijos greitis buvo labai panasus kaip ir su heparinu (?? pav.).

I 0% séklos
Il 10% séklos + heparinas
Il 10% séklos

max

S 04

A
0 60 120 180 240 300

t, min

17 pav. Agregacijos priklausomybé nuo séklos. A-ThT fluorescencijos kreivés, zalia spalva
pazymeta kreive gauta agregacijos reakcija vykdant be séklos, raudona su sékla ir heparinu,
o mélyna su sékla be heparino. B-agregacijos greiciai
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4. 1IsSvados

1. Bakalaurinio darbo metu isgryninta 47,22 4+ 0,05 mg Tau baltymo 1N4R izoformos.

2. Agregacijos reakcija vyksta greiciausiai esant 50mM NaCl, taciau virsyjus 150mM ag-

regacija nebevyksta.
3. Didinant baltymo koncentracija agregacijos reakcija greitéja.

4. Pridéjus i$ anksto suformuoty fibriliy j reakcijos misinj agregacijos reakcija vyksta

greciau.
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