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Ivadas

Alzheimerio liga — neurodegeneraciné liga, kuria dazniausiai serga senyvo amziaus
zmonés. Ligos atvejy paskutiniais deSimtmeciais stipriai padid¢jo, tad jos tyrimai tapo itin
aktualiis. Alzheimerio liga negrjZztamai pazeidzia nervy sistemg. Ji pasiZymi progresuojancia
neurony degradacija, kognityviniais sutrikimais ir elgesio pasikeitimais. Alzheimerio liga

siejama su dviejy tipy baltyminémis sankaupomis smegenyse:

. senatviniy ploksteliy - amiloido B agregaty, kurie yra tarplastelinéje erdvéje
o neurofibriliniy klos¢iy - hiperfosforilinto tau baltymo amiloidiniy agragaty, kurios

yra neurony viduje.

Neurofibrilinés klostés susidaro savaiminés baltymo agregacijos metu. Proceso metu
susiformuoja stabilios, B klostémis turtingos struktiiros. Tau baltymas turi 6 izoformas, kurios
skiriasi pasikartojan¢iomis sekomis, atsirandanc¢iomis dél alternatyvaus splaisingo. Didzioji
dalis tau koduojan¢io MAPT geno mutacijy keiCia alternatyvy splaisingg, dél ko kinta tau

izoformy santykis, todél svarbu palyginti kaip agreguoja skirtingos tau izoformos.
Bakalaurinio darbo tikslas: palyginti skirtingy tau baltymo izoformy agregacija.
Tikslui pasiekti iSkelti Sie uzdaviniai:

1.  Optimizuoti tau baltymo gryninimo procesg ir iSsigryninti kelias tau baltymo
izoformas.

2. Parinkti tinkamas salygas kiekvienos tau izoformos agregacijai.

3. Patikrinti ar vienos i§ izoformy agregacija skatina kitos izoformos amiloidinés

fibrilés .



1. Literataros apZvalga

1.1. Amiloidiniai baltymai

Amiloidoz¢ — baltymy klaidingo susisukimo sutrikimas, kai tirptis baltymai savaime
agreguoja ] netirpias baltymy fibriles. Tokios sankaupas paZeidzia audinius, sutrikdo jy
funkcijas (Serpell et al., 2000). Mazdaug 20 amiloidinés kilmés baltymy sukelia jvairias
neurodegeneracines ligas (1.1 lentelé).

1.1 lentelé. Neurodegeneracinés ligos (Knowles et al., 2014).

Liga Agreguojantis baltymas ar peptidas
Alzheimerio liga Amiloidas f ir tau baltymas
Parkinsono liga Sinukleinas a
Amiotrofiné lateraliné sklerozé Superoksido dismutazé
Kempinligeé Prioniniai baltymai ir jy fragmentai
Hantingtono liga Hantingtino fragmentai
2 tipo diabetas Amilinas

Amiloidings fibrilés — savaime i$ tirpiy amiloidiniy baltymy susiformuojancios linijinés
polipeptidinés strukttiros. Jos pasizymi B klos¢iy gausa, o natyviis baltymai dazniau sudaro a-
spirales (Knowles et al., 2014).Fibrilés pailgos struktiiros, kuriy diametras apie 10 nanometry

(1.1 pav.). Suagregavusio baltymo [ struktiira yra energetiskai palanki, tad fibrilés yra netirpios
ir atsparios degradacijai. (Ha, 2014)
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1.1 pav. Amiloidiniy fibriliy formavimasis (Dovidchenko et al., 2014)



Konformaciniai baltymo pokyciai reikalauja daug energijos (1.2 pav.), kadangi tam
pries tai turi biiti suardyta natyvi baltymo struktira (Ha, 2014), todél daznai amiloidines fibriles
sudaro bestruktiriai baltymai, kurie nesudaro vienos stabilios struktiiros, yra tirps.
Bestruktiiriai baltymai turi daug poliniy ir jkrauty aminoriigs¢iy, todél stabiliai strukttrai
sudaryti reikalinga itin daug energijos, tad ji nesudaroma. Tokie baltymai gali sgveikauti su
keliais biologiniais elementais, todél yra svarbis signaliniams ir reguliaciniams keliams.

(Tompa, 2003)

Natyvi biisena e, cmen—

Amiloidiné basena
1.2 pav. Baltymo termodinaminiai poky¢iai. (Knowles et al., 2014)

Subrendusios fibrilés sudarytos i§ keletos (2-6) protofibriliy, susisukusiy aplink viena
kitg. Protofibrilés sudarytos i$ kryzminiy B struktiiry, kurios yra P struktiiros sgveikaujanéios
viena su kita vandeniliniais ry$iais. Amiloidinésé fibrilése B struktiiros i$sidésCiusios statmenai

fibrilés asiai. (Von Bergen et al., 2005)

1.2. Tau baltymas

Tau baltymas yra hidrofilinis ir tirpus vandenyje. Jis stabilus ragstinéje aplinkoje ir
auksStoje temperatiiroje. Tau baltymas bazinis, ta¢iau N gale (pirmos 120 amr.) dominuoja
rigstinés aminoriigStys, o sekancios 40 yra neutralios aminoriigStys. Tokia asimetrija svarbi
sgveikai su mikrovamzdeliais bei kitomis struktiromis, susisukimui ir agregacijai. Tau
baltymas skirstomas i projekcini domeng ir su mikrovamzdeliais sgveikaujanti domena (1.3
pav.). Projekcinis domenas turi daug rigstiniy amino rigséiy, todél saveikauja su Kitais

citoskeleto baltymais bei katijoninémis medziagomis. (Wang, Mandelkow, 2015)
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1.3 pav. Tau baltymo domenai. (Luna-mufioz et al., 2013)

Zmogaus tau baltymas yra koduojamas vienakopijinio MAPT geno, turinéio 16 egzony
ir iSsidésciusio 17 chromosomos ilgajame petyje, padétyje 17q21. Dél MAPT geno 2, 3 ir 10
egzony alternatyvaus mRNR splaisingo galimos 6 tau baltymo izoformos (Buée et al., 2000;
Sposito et al., 2015). Jy ilgis svyruoja nuo 352 iki 441 aminortigs¢iy. 10 egzono alternatyvus
splaisingas nulemia 3 (3R) arba 4 (4R) pasikartojimus su mikrovamzdeliais sgveikaujancio
domeno pasikartojan¢iame regione. Sie pasikartojimai panaiis, bet néra identiski, yra 31-32
aminoriugsciy ilgio. Pasikartojimai padalinti j 2 dalis: viena 18 aminortig§¢iy, geba prisijungti
tubuling. Kita maziau konservatyvi, i§ 13-14 aminoriig§¢iy — vadinama vidiniu pasikartojimu.
Projekcinio domeno riigS§tiniame regione galimas 29 arba 54 aminortig§¢iy intarpas, arba
intarpo gali ir nebati, pagal tai izoformos ON, 1N arba 2N (Falcon et al., 2015; Wang,
Mandelkow, 2015). Taigi, viso yra 6 tau baltymo izoformos: ON3R; ON4R; 1N3R; 1N4R;
2N3R; 2N4R (1.4 pav.). Tau splaisingas reguliuojamas priklausomai nuo vystymosi stadijos ir
audinio tipo. Augancio vaiko smegenyse dominuoja 3R izoformos, taciau suaugusiojo

smegenyse 3R ir 4R santykis yra mazdaug lygus. (Ghetti et al., 2015).
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1.4 pav. Tau baltymo izoformy skirtumai schematiskai ir NDS gelyje. (Ghetti et al.,
2015)

Tau agregacijai svarblis su heparinu sgveikaujantys KKXK arba PPXXP motyvai, 0
sgveikai su plazmine membrana svarbis PXXP motyvai, kurie randami prolinu turtingame

regione ir sgveikauja su baltymais, turin¢iais SH3 domenus.

Pasikartojimai pasikartojanciame regione prisijungia prie mikrovamzdeliy ir skatina jy
persitvarkymg. Tau gali prisijungti prie mikrovamzdeliy dviem biidais: jungtis prie iSorinio
mikrovamzdelio pavirSiaus, jei jungimasis vyksta prie§ mikrovamzdeliy persitvarkymg arba
prie vidinio vamzdelio pavirSiaus, kai tau btina sumaiSomas su tubulinu ir tada pertvarkomas.
Nors 3R ir 4R izoformos naudoja ta patj jungimosi prie mikrovamzdeliy mechanizma, tau 4R
izoformos pasizymi didesniu giminingumu mikrovamzdeliams ir gali pakeisti jau
prisijungusius prie mikrovamzdeliy 3R. Taciau, 4R pasikartojimai turi daugiau heksapeptidiniy
motyvy, kurie linke sudaryti B struktiiras, kurios formuoja centring agregacijos asj. (Avila et al.,
2004), todél pakites 3R : 4R izoformy santykis smegenyse (4R>3R) siejamas su padidéjusia
Alzheimerio ligos rizika. Su tubulinu sgveikaujanti tau baltymo sritis yra homologiska kitiems
baltymams, pavyzdziui MAP (MAP2 ar MAP3/MAP4), kuriy funkcija pana$i — sgveikauti su
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mikrovamzdeliais. Keletas motyvy yra randami ir Kkitokios funkcijos baltymuose, pvz.:
PGGGSVQIY 301 — 310 yra randamas tiek tau, tiek nukleozidy fosfotazéje. ] tau panasis
baltymai yra randami zemesniuose eukariotuose, pavyzdziui C. elegans ar drozofilose. (Wang,
Mandelkow, 2015)

1.3. MAPT geno mutacijos

MAPT gene, koduojanc¢iame tau baltyma, randama daugiau nei 80 mutacijy (1.5 pav.).
Pakitimai galimi tiek egzonuose, tiek intronuose. Mutacijos skirstomos j pakeiciancias tau
baltymo seka ir kei¢ianc¢ias tau baltymo izoformy santykj — alternatyvy splaisingg. Dauguma
mutacijy vyksta Salia su mikrovamzdeliais sgveikaujan¢io domeno. Tokios mutacijos mazina
tau gimininguma mikrovamzdeliams ir skatina agregacija. Mutacijy pavyzdziai: G272V,
N279K, AK280, P301L, V337M ir R406W. Idomu, jog mutacija A152T skatina oligomery, bet
ne fibriliy formavimgsi. Dauguma tau splaisingo mutacijy yra Salia 10 egzono, kurio
splaisingas apsprendzia pasikartojimy skai¢iy su mikrovamzdeliais sgveikaujan¢iame domene
(3R ar 4R). Dauguma splaisingo mutacijy didina 4R : 3R izoformy santyk]j, taciau yra kelios
mutacijos (AK280, L266V ir G272V) mazinancios 4R:3R santykj. (Wang, Mandelkow, 2015)
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1.5 pav. MAPT geno mutacijos (Im et al., 2015)

1.4.  Mikrovamzdeliai ir tau baltymo funkcija

Lastelés citoskeletas sudarytas i§ 3 komponenty: mikrovamzdeliy, mikrofilamenty ir
tarpiniy filamenty. Mikrovamzdeliai reguliuoja lastelés augimo, dalijimosi, judrumo,
vidulgstelinio transporto procesuS, pasizymi placiu spektru medziagy, su kuriomis gali
sgveikauti, bei yra itin svarbiis aksonams, iSlaiko jy stabilumg. Mikrovamzdeliai sudaryti 1§
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tubulino heterodimery, kurie polimerizuojasi ] protofilamentus ir véliau asocijuoja 1
mikrovamzdelius. Jy polimerizacija pasireiskia nukleacijos-elongacijos mechanizmu: grjztamu,
nekovalentiniu o- ir B- tubulino dimery prijungimu abiejose mikrovamzdeliy galuose (1.6. pav).

Mikrovamzdeliy galai néra lygis, + galas auga ir trumpéja grei¢iau nei - galas. (Lutz, 2015)
“~e .
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1.6. pav. Mikrovamzdeliai (Rochlin et al., 1999)

Mikrovamzdeliai yra dinamiskos struktiiros, tad juos stabilizuoja prie mikrovamzdeliy
prisijungiantys baltymai MAP (MAP1A, MAP1B, MAP2) ir tau baltymas. Jie palaiko
mikrovamzdeliy struktiirg, dinamiSkumg ir organizacija. Klasikiniai MAP prisijungia prie
mikrovamzdeliy ir juos stabilizuoja, o +TIP (plus-end tracking proteins) baltymai specifiskai
sgveikauja su auganciais (+) mikrovamzdeliy galais, reguliuoja mikrovamzdeliy judéjima
neuronuose. Tau baltymas skatina aksono mikrovamzdeliy formavimasi, juos stabilizuoja ir
padeda neuronams augti (Crowe et al., 2007). Tau jungiasi su mikrovamzdeliais per
pasikartojant] domeng. Kai tau disocijuoja nuo mikrovamzdeliy, jis savaime agreguoja per
heksapeptidinj motyvg pasikartojan¢iame domene. Tos pacios tau baltymo sekos yra atsakingos
uz prisijungimg prie mikrovamzdeliy ir uZz agregacija. Tau projekcinis domenas su prolinu
turtingu regionu islieka pakankamai lankstus kai tau jungiasi prie mikrovamzdeliy ar
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agreguoja. Tau jungiasi a ir  tubulino heterodimery sgveikos vietose vidiniame pavirSiuje, prie
nedideliy aminoriig$¢iy grupiy padétyse 224237, 245-253, 275-284 ir 300317, kadangi Sios
aminortigsStys mikrovamzdeliuose iSlieka lanksc¢ios. 269-284 ir 300-310 aminoriigstys turi
heksapeptidinius motyvus VQIINK ir VQIVYK, kurie svarbiis tau agregacijai, ir prisijunge,
prie mikrovamzdeliy sudaro plauky segtuko struktirg, taip trukdydami tau agregacijai.
(Kadavath et al., 2015; Wang, Mandelkow, 2015)Tau reguliuoja ir aksoninj transportg,
vykdoma baltymy dineino ir kinezino. Tau konkuruoja su $iais motoriniais baltymais dél
prisijungimo prie mikrovamzdeliy vietos, taip mazina motoriniy baltymy prisijungimo daznj,
tad ir jy judrumg bei medziagy perneSimo greitj. Tau sumazina krovinj neSanciy baltymy
skaiCiy: krovinys tau konkuruoja su kitais kroviniais d¢l laisvo kinezino, reguliuoja krovininiy
pusleliy saveika su kinezino grandine, aktyvuodamas PP1 ir glikogeno sintazés kinazg,
prisijungia prie dinaktino, o tai palengvina dinaktino saveika su mikrovamzdeliais, kas
stabilizuoja dineino ir mikrovamzdeliy sgveikg.(Kadavath et al., 2015) Nors tau ir siejamas su
aksoninio transporto reguliavimu, visgi tyrimai su pelémis parodé, jog tau delecija ar padidinta

raiska aksoniniam transportui turéjo nedaug jtakos (Wang, Mandelkow, 2015).

Tau fiziologinémis salygomis randamas neurony aksonuose, taciau nedideliais kiekiais
aptinkamas ir glijoje ar tarplastelinéje erdvéje (Wang, Mandelkow, 2015). Tau vietos
parinkimas neurone priklauso nuo neurono brandos, tau fosforilinimo bei mikrovamzdeliy
citoskeleto. Manoma, jog tau susijes su dendrito struktiiros palaikymu bei dalyvauja sinapsés
sudaryme. Branduolyje tau siejamas su genominés DNR, citoplazminés RNR bei branduolinés

RNR struktiiros palaikymu.

1.5. Tau baltymo modifikacijos

Neurofibriliniy tinkly formavimasis apima tau baltymo fosforilinima, konformacinius
poky¢ius ir baltymo skilimg. Tau baltymas pasizymi potransliaciniy modifikacijy gausa (1.7.
pav.). Tai: serino, treonino ir tirozino fosforilinamas, izomerizacija, nitrinimas, O-
GlcNAcetilinimas, nefermentinis glikozilinimas, acetilinimas, oksidacija, poliamininimas,
sumoilinimas ir proteolitinis skélimas. (Mietelska-Porowska et al., 2014) Potransliacinés
modifikacijos yra pagrindiné prieZastis, kod¢l tau tampa nefunkcionalus ir agreguoja. Placiau

apzvelgsiu kiekvieng 1§ Siy modifikacijy, 1§ kuriy svarbiausia laikomas fosforilinimas.
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1.7. pav Tau baltymo potransliacinés modifikacijos. (Fontaine et al., 2015)

1.5.1. Fosforilinimas

Tau vidutiniSkai turi 85 galimo fosforilinimo vietas 1§ kuriy 45 serino (53%), 35
treonino (41%) ir tik 5 tirozino (6%). Fosforilinimo vietos yra prolinu turtinguose regionuose
(172-251 amr.) ir C galo regione (368-441 amr.). Sveikose, Alzheimeriu nesergan¢io zmogaus
smegenyse Tau fosforilinamas S199, S202, T231, S262 ir S404 pozicijose, taciau
hiperfosforilintas tau siejamas su neurony nesugebéjimu atsakyti ir teisingai perduoti stimula
(Mondrag??n-Rodr??guez et al.,, 2014). Hiperfosforilinus sumazéja tau afiniSkumas
mikrovamzdeliams, ko pasekoje tau atsijungia, mikrovamzdeliai destabilizuojami ir

stimuliuojamas tau fosfataziy aktyvumas: dar daugiau baltymo atsijungia nuo mikrovamzdeliy.
Fosforilina tau kinazés, kurios skirstomos i:

1)  Su prolinu saveikaujanéias baltymy kinazes (PDPK), specifines serinui ir
treoninui.

2)  Ne su prolinu sgveikaujanéios baltymy kinazes (non-PDPK)

3)  Tirozino baltymy kinazes (TPK)

Kinaziy aktyvumas daugiausiai reguliuojamas fosforilinant, pavyzdziui: glikogeno
sintazés kinazé-3 (GSK-3) inaktyvuojama fosforilinant S21 (GSK - 3a), S9 ar S389 (GSK -
3B), o aktyvuojama fosforilinant : Y279 (GSK-3a) ar Y216 (GSK-3B). Nuo ciklino
priklausomos penktos kinazés (cdk5) aktyvumas reguliuojamas ne tik fosforilinant, bet ir
prijungiant aktyvuojantj subvieneta (p25 arba p35), kuris sukeliant nuo kalpaino priklausoma
proteolitinj aktyvuma. Sios kinazés Alzheimeriu serganéiy pacienty smegenyse randomos tose

paciose zonose, kaip ir amilodiniai agregatai.(Mietelska-Porowska et al., 2014)
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1.5.2. lzomerizacija

Prolinas gali sukurti sglygas polipeptidinés grandinés cis/trans konformacijos
pasikeitimui, nes si konformacija gali pasikeisti aplink peptidil-prolino ry$j, kai procesa
katalizuoja peptidil-prolino cis-trans izomerazé. pSer/Thr-Pro motyvy izomerizacija labai
svarbi lgstelés ciklo reguliavimui, kadangi Sie motyvai yra vienintel¢ vieta, kurioje gali
fosforilinti Cdk kinazé. Pin-1 tipo peptidil-prolino izomerazé vienintelé yra savitai specifiné

pSer/Thr — Pro motyvams.

1.5.3. Nefermentinis glikozilinimas

Tau nefermentinis glikozilinimas skatina agregacija. Modifikacija vyksta anks¢iau nei
kitos modifikacijos ir skatina fosforilinimg. Kai tau baltymas yra glikozilintas, papildomai yra
fosforilinamos S324, S404 ir S400 padétys. (Liu et al., 2016)

1.5.4. Nitrinimas

Tau nitrinimas tirozinas. Prasmé néra iki galo iSaiSkinta. Manoma, jog tau nitrinimas yra
atsitiktinis reiskinys, kiles dél neurodegeneratyvinio proceso metu atsiradusiy laisvy radikaly.
Alzheimerio ligos metu reaktyvios azoto ir deguonies formos yra ver¢iamos j peroksinitritg
(ONOO), kuris gali nitrinti tirozing. Svarstoma, kad galblt tau nitrinimas yra funkciSkai
svarbus procesas, panaSiai kaip viS€iuko embrione esantys aktinas ir tubulinas yra
diferencijuotai nitrinami, siekiant i§laikyti baltymo funkcijas. Tau savo sekoje turi 5 tirozinus,
kurie ilgiausioje 2N4R izoformoje yra iSsidéste 18, 29, 197, 310 ir 394 pozicijose (2N4R yra
sudaryta i§ 441 amino ragséiy). In vitro, tau nitrinamas selektyviai: labiausiai nitrinamos amino
rigstys esancios arCiau N galo (Y18, Y29), procesas Zymiai re€iau pastebimas Y197 ir Y394
pozicijose. Nitrinimas Y310 pozicijoje yra itin retai pastebimas, nes 310 tirozinas yra
hidrofobiniame su mikrovamzdeliais sgveikaujancio regiono pasikartojan¢iame domene.

(Horiguchi et al., 2003; Reyes et al., 2011).

1.5.5. Acetilinimas

Tau acetilinimas specifinése lizino padétyse stiprina tau sgveika su mikrovamzdeliais ir
slopina tau agregacija (Min et al., 2010). Svarbiausias taikinys — 280 lizinas, kadangi jis yra su
mikrovamzdeliais sgveikaujan¢iame domene. Tai vieta, j kurig yra nukreipta daug Alzheimerio

gydymui orientuoty tyrimy. (Lee, 2011).
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1.5.6. Oksidacija

Tai procesas, kurio metu oksiduojami cisteinai, susidaro sulfidinis rySys ir slopinamas
amiloidiniy fibriliy susidarymas. Modifikuojant 4R izoformas susidaro vidumolekulinis rysys.
3R izoformos turi tik 1 cisteing, tad oksiduojant susidaro tarpmolekuliniai rysiai. (Crowe et al.,
2013)

1.5.7.  Sumoilinimas

Sumo — tai mazas | ubikviting panaSus modifikatorius, kuris prisijunggs prie baltymo
reguliuoja jo vietg lastel¢je, aktyvuma bei stabilumg. Prisijungus sumo prie baltymo, jie kartu
keliauja | proteosomas, kur yra degraduojami. Sumo jungiasi prie hiperfosforilinto tau,
atsijungusio nuo mikrovamzdeliy ir ji sunaikina, stabdydamas amiloidiniy fibriliy formavimasi.

(Dorval, Fraser, 2006)

1.5.8. Proteolitinis skilimas

Proteolitiskai nuskeliama 20 tau baltymo peptidinés grandinés aminoriigic¢iy nuo C
galo, ties 421 aspartatu. Toks nukirptas baltymas agreguoja geriau nei viso ilgio tau, tad §i
modifikacija siejama su agregacijos skatinimu. Zmoniy sirgusiy Alzheimeriu smegenyse

randama daug D421 nukirpto baltymo. (Gamblin et al., 2003)

1.6. Tau agregacija

Smegenyse agreguoja hiperfosforilintas tau. Dél fosforilinimo tau giminingumas
mikrovamzdeliams sumazéja, tau disocijuoja nuo mikrovamzdeliy ir gali agreguoti. Tau
amiloidiniy fibriliy formavimasis yra labai létas procesas, jei miSinyje néra polianijony.
Polianijonai mazina aktyvacijos energija: neutralizuoja teigiamg baltymo kriiv, prisiriSdami
baltymg atidengia hidrofobines sekas bei stabilizuodami vandenilinius rySius tarp vandens
molekuliy skatina hidrofobing sgveika.

Pagrindinis ir daZniausiai naudojamas kofaktorius yra heparinas. Smegenyse heparino
nerandama, tacCiau plazmin¢je membranoje yra randamas heparino sulfatas, kuris taip pat

randamas ir amiloidiniy baltymy sankaupose. (Ramachandran, Udgaonkar, 2011)

Tau agregacija vyksta pagal nuo nukleacijos priklausomg mechanizma, pirmiausiai
formuojasi agregacija skatinantys dimerai, o po jos seka fibriliy ilgéjimo etapas (1.8. pav). (Xu

etal., 2010)
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1.8 pav Heparino jtaka tau agregacijai, pagal (Ramachandran, Udgaonkar, 2011)

1.7. Tioflavinas T

Fluorescencin¢ spektroskopija yra labiausiai paplitusi technika amiloidiniy fibriliy
detekcijai. Norint aptikti fibriles audiniuose, Sie yra dazomi su Tioflavinu S arba Kongo
raudonuoju, o tyrimuose in vitro naudojamas Tioflavinas T. ThT jungiasi iSilgai fibriliy
esanc¢iame griovyje, kuris susidaro dé¢l pasikartojanciy seky B klos¢iy strukttiros. Benzilamino ir
benzotiazolo ziedai, esantys ThT molekuléje, gali laisvai suktis apie centrinj C-C rysj (1.9.
pav). Dél Sio sukimosi suzadinimas greitai nugesinamas, todél ThT prastai fluorescuoja. Kai
ThT prisijungia prie fibriliy, ziedai tampa fiksuotais, dél to Zymiai iSauga fluorescencijos
maksimumas. (Younan, Viles, 2015) Prie$ prisijungiant amiloidines fibriles ThT suzadinamas
ties 385 nm, o emisijos maksimumas 445 nm. Kai ThT prisijungia prie amiloidiniy fibriliy
suzadinimo ir emisijos maksimumai atitinkamai tampa 450 ir 482 nm. (Stsiapura et al., 2008)
Dazas pasizymi specifiSkumu amiloidinéms fibriléms, taciau Kiti hidrofobiniai dariniai taip pat

gali didinti ThT fluorescencija, pavyzdziui: hidrofobinés globuliniy baltymy spiralés.(Younan,

Viles, 2015)
CH3
N

1.9. pav Tioflavinas T. (Held, 2014)
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos:
. TRIS, ROTH, >99 %

. MES, Fisher Scientific, >98 %

° HEPES, ROTH, >99 %

o CH3COOH , Across Organic, >99,5 %
o Tioflavinas T, Sigma Aldrich

o Heparinas, Across organic

° EDTA, Fisher Scientific, >99 %

o Triptonas, Fisher Scientific

o Mieliy ekstraktas, Oxoid

o NaH2POa, Across Organic, >99 %

o NazHPOa, Across Organic >99 %

o KH2PO4, ROTH, >99 %

. K2HPO4, >99 %

o NH4CI, Across Organic, 99,6 %

o Na>S0s, Across Organic, 99,6 %

o MgSOa-7 H20,Fisher Scientific

o Glicerolis, Across Organic, >99 %
° Dekstrozé, Fisher Scientific, 99,8 %
o HCI, Across Organic, 37 %

o NaOH, Across Organic

. DTT, Fisher Scientific

. NDS, Fisher Scientific, >99 %

. Glicinas, Fisher Scientific, >98,5 %
. (NH4)2S04, Across Organic, 99,5 %
° PMSF, ROTH, >99 %

. TEMED, Fisher Scientific

o APS, Across Organic, 99,5 %

2.2. Laboratoriné jranga

° ,,PCB* analitinés svarstyklés d=0,01, KERN
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6,4.

,,IB-15G* termostatas, Fisher Scientific

,,Rotor-Gene Q real-time PGR* cikleris, QIAGEN
,»»AS 4500 rotorius, Herolab

,UV-1800“ spektrofotometras, Shimadzu Scientific

,» Techno Maxi“ centriftiga, Fisher Scientific,

Kolonélé ,,XK-26“, GE Healthcare

Kolonélé ,,Triton 10/600%, GE Healthcare

»AKTA* chromatografiné sistema, GE Healthcare
,»Mini Dry Bath* termostatiné vonelé, Fisher Scientific
,»ARE® magnetiné maiSyklée, VELP Scientific

,,AF 6500 rotorius, Herolab

,,AF 8.50.2° rotorius, Herolab

,KS 4000i* purtykle, IKA

,HiCen SR superspeed* centrifuga, Herolab
Homogenizavimo zondas ,,VS70T*, Bandelin
Ultragarsinis homogenizatorius ,,Sonopuls HD 3100%, Bandelin

Atominés jégos mikroskopas ,,Dimension Icon®, Bruker.

2.3. Tirpalai ir buferiai

2.3.1. Gryninimo buferiniai tirpalai

A: 50 mM NazHPO4, 10 MM EDTA, 0,1 mM DTT, 0,1 mM PMSF pH 6,4
B: 1 M NaCl, 50 mM Na:HPOs, 10 mM EDTA, 0,1 mM DTT, 0,1 mM PMSF pH

C: 20 mM NazHPOs4, 10 mM EDTA, 0,1 mM DTT, 0,1 PMSF pH 7,4
D: 50 MM MES pH 6

2.3.2. Mitybinés terpés

ZYM-5052: 10 g triptono, 5 g mieliy ekstrakto, 3,55 g NaoHPOQOg4, 3,4 g KH2POg,

2,675 g NH4Cl, 0,7 g NazS0y4, 0,49 g MgSO4 x 7 H20 tirpinami 800 mL dejonizuoto vandens.
Autoklavuojama 30 min 121 °C temperattroje. 5 g glicerolio, 0,5 g dekstrozés (D-gliukozés), 2

g laktozeés tirpinama 200 mL dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min 121 °C

temperatiiroje. Abu komponentiniai tirpalai sumaiSomi prie$ uzs¢jant terpes.
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o LB (Luria Broth): 10 g NaCl, 10 g baltymy hidrolizato, 5 g mieliy ekstrakto
iStirpinama 1 L dejonizuoto vandens, pH 7. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje.

o Minimali mitybiné terpé: 5 g gliukozés, 6 g NaoHPOs, 3 g KH2PO4, 1 g NH4CI,
0,5 g NaCl, 0,12 g MgSOs, 0,01 g CaCly tirpinama 1 L dejonizuoto vandens. Autoklavuojama
30 min 121 °C temperatiiroje.

° S.0.C.: 2 g peptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 3,5 mM KCI, 10 mM
MgClz, 10 mM MgSOs, 20 mM gliukozés. Peptonas, mieliy ekstraktas, NaCl ir KC1 tirpinami
97 ml dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje. Atausinus iki

kambario temperatiiros, pridedama Mg drusky ir gliukozés ir steriliai nufiltruojama.

2.3.3. Tirpalai

. 50 mM MES pH 6,

. 50 mM CH3COOH pH 5

. 50 mM HEPES pH 7,41

. 50 mM TRIS 50mM pH 8,84
. 10 mM ThT

o 2,7 g/ml Heparino

° 1 M NaOH
° 1 M HCI
2.4. Metodali

2.4.1. Kompetentiniy lasteliy transformacija

a)  Naudojama reikiamg izoforma koduojantj gena turinti plazmidé pRK172, kurios 1
uL jpilamas j 30 uL kompetentiniy lgsteliy BL 21 Star (DE3) ir laikoma ledo vonioje 30 min.

b)  Vykdomas termo Sokas: 90 s inkubuojama 42 °C temperatiroje.

c) Ledo vonioje laikoma 2 min.

d)  Pasalinti lastelés stresui j transformacijos misinj pridedama 400 uL S.O.C. terpés.
37 °C temperatiiroje. Pastoviai purtant (220 aps./min) inkubuojama 45 min.

e) 100 pL transformacijos miSinio iSs€¢jama ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu
petri lekstelgje.

f) Auginama 16 h, esant 37 °C temperatirai.
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2.4.2. Rekombinantinio baltymo ekspresija

a)  RuoSiama naktiné kultiira. ] 100 ml LB mitybinés terpés, kurioje yra 100 uM/mL
ampicilino uzs¢jama viena kolonija nuo petri I¢kStelés ir auginama 16 h esant 37 °C
temperatirai ir pastoviam purtymui (220 aps./min).

b) 20 ml naktinés kultiiros perséjama j kolbg, kurioje yra 400 mL LB terpés su 100
ug/mL ampicilino. Auginama esant 37 °C temperatiirai ir pastoviam purtymui 220 aps./min,
kol optinis tankis, esant 600 nm bangos ilgiui, pasiekia 0,6-1 optinius vienetus. Tuomet
vykdoma indukcija IPTG.

€c)  Viso auginimo metu kas valandg yra imami méginiai, kurie véliau analizuojami
NDS-PAAG metodu.

d) Baigus auginimg kultirinis skystis centrifuguojamas 35 min 6000 aps./min.

Supernatantas nupilamas, o biomasé surenkama ir uzsaldoma -20 °C.

2.4.3. Baltymuy elektroforezés méginiy ruoSimas

a) Gauty po biomasés auginimo

Reikalingas kulttirinio skys¢io meéginiy tiiris apskai¢iuojamas pagal optinj tankj. Po
vienos valandos paimame 1000 pl. méginj. Dar po valandos imant méginj pamatuojamas

optinis tankis ir méginio tiiris apskai¢iuojamas pagal formulg (1):

0Dy XV;

Va= =0 1)

V1 — paimto pirmo méginio turis.

V2 — paimto antro méginio tiris.

OD1 — optinis tankis pirmo méginio émimo metu.
OD: — optinis tankis antro méginio émimo metu.

Méginiai centrifuguojami esant 6000 aps./min 2 min. Supernatantas nusiurbiamas, o

nuosédos resuspenduojamos 40 pL 4x daZo. Kaitinama 10 min esant 98 °C temperatiirai.
b) Gauty po chromatografijos

Chromatografijos metu gauti méginiai maiSomi atitinkamu santykiu su 4x dazu (pvz.:

30 uL baltymo + 10 puL dazo). Kaitinama 10 min esant 98 °C temperatirai.
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2.4.4. NDS-PAAG elektroforezé

a)  Gelis ruoSiamas sumaiSant 1 lenteléje nurodytus reagentus pagal suraSyta
eiliSkumo tvarka. Pirmiausia sumaiSomi reagentai reikalingi skiriamajam geliui. MiSinys
supilamas tarp elektroforezés ploksteliy ir uzsluoksniuojamas H»O. Skiriamojo gelio
polimerizacija vyksta apie 40 min.

2.1 lentelé. Elektroforezés gelio reagentai.

Skiriamasis gelis Koncentruojamasis gelis
dH20 2,55 mL dH20 1,27 mL

1,5M Tris-HCI pH 8,8 1,53 mL 1 M Tris-HCI pH 6,8 500 uL
40 % AA/BAA 1,83 mL 40 % AA/BAA 201 pL

10 % NDS 61 pL 10 % NDS 20 pL

APS 30,5 uL APS 10 pL

TEMED 3,65 pL TEMED 2 pL

b)  Taip pat kaip ir skirstomasis sumai§omas koncentruojamasis gelis ir supilamas ant
skirstomojo gelio tarp elektroforezés ploksteliy. Supylus geli jstatomos Sukos, kad
susiformuoty Sulinéliai ir polimerizuojama 30 min.

c)  Susipolimerizavus geliui plokstelés jstatomos | elektroforezés aparatg ir
uzpildoma elektroforezés buferiniu tirpalu. IStraukiamos Sukos, suleidZiami méginiai ir

paleidZiama srové (I=30 mA).

2.4.5. Biomasés paruoSimas chromatografijai

a) I8 saldiklio itraukta biomasé uzpilama 50 ml buferinio tirpalo A ir atitirpinama.
Biomas¢ perkeliama ] homogenizatoriy ir jame smulkinama. Homogenizuota biomasé
praskiedziama 50 mL buferinio tirpalo A ir jstatoma j ledo vonia.

b)  Ardoma ultragarsu 17 min 60 s darbo ir 60 s poilsio intervalais, esant 70 %
amplitudei, naudojamas VS70T homogenizavimo zondas.

€)  Suardyta biomasé centrifuguojama 35 min esant 17000 aps./min, taip paSalinamos

lasteliy nuolauZos.
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2.4.6. PriemaiSiniy baltymy termoissodinimas.
a)  Lasteliy lizatas kaitinamas 45 minutes 85 °C temperataroje.

b)  Centrifuguojama 4 °C temperatiiroje 35min 17000 aps./min grei¢iu.

2.4.7. Gryninimas- katijony mainy chromatografija

a) 30 mL sorbento ,,CM Sepharose Fast Flow™* pusiausvyrinamas stiklinéléje
buferiniu tirpalu A vis nupilant seng buferinj tirpalg ir uzpilant nauja, tol kol sorbento tirpalo
pH bus 6,4.

b)  Nupusiausvyrinus sorbentg ant jo uZpilamas supernatantas gautas po terminio
iSsodinimo ir inkubuojama 30 min, lengvai maisant. Po inkubacijos sorbentas su prisiriSusiais
baltymais supilamas | XK-26 kolonéle. Pakrauta kolonél¢ prijungiama prie AKTA
chromatografinés sistemos.

€) 3 ml/min greiCiui leidziant buferinj tirpala A vykdomas 40 min 0-40 % buferinio

tirpalo B gradientas.

2.4.8. Issodinimas amonio sulfatu

a) Po katijony mainy chromatografijos frakcijos turin¢ios tikslinj baltyma
iSsodinamos amonio sulfatu per naktj, naudojamas 30 % jsisotinimas.

b)  Nuosédos centrifuguojamos 20 min esant 17000 aps./min ir resuspenduojamos 1,6

mL buferinio tirpalo C.

2.4.9. Gelfiltracija

a) 60 mL sorbento ,,Superdex 200 Prep Grade® praplaunama distiliuotu vandeniu ir
supilama j Tricorn_10/600 kolonélg prie kurios yra prijungtas papildomas 10/300 rezervuaras.
Supylus sorbenta vieng valandg 1 mL/min greiciu distiliuotu vandeniu plaunamas ir tuo paciu
pakuojamas sorbentas.

Pragjus valandai 10 min leidziama 3 mL/min grei¢iu, kad dar stipriau susipakuoty
sorbentas. Sorbentui susispaudus nuimamas papildomas rezervuaras ir virSutinis adapteris
perkeliamas ant Tricorn 10/600 kolonélés. Tada dar 10 min sorbentas pakuojamas esant 3
mL/min grei¢iu. Baigus susipakavimui greitai nuleidZiamas virSutinis adapteris iki pat

sorbento. Kolona pusiausvyrinama buferiniu tirpalu C.

b)  Naudojamas 1 mL/min greitis ir uzneSama po 0,4 mL méginio. Surenkamos

frakcijos po 1 mL.
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2.4.10. Koncentravimas ir koncentracijos matavimas
a) Po gelfiltracijos atlickamas koncentravimas. Baltyminis tirpalas supilamas j

»Amicon® Ultra—15* koncentratoriy ir centrifuguojamas 20 min 5000 aps./min greiciu.

b)  Koncentratas uzpilamas 10 mM MES pH 6,4 buferiniu tirpalu ir vél

centrifuguojama. Taip pakeic¢iamas buferinis tirpalas.

2.4.11. Sorbenty regeneravimas

a) Jony mainy sorbentai regeneruojami iSkrovus juos i§ kolonos. Pirmiausia
sorbentas uzpilamas 0,1 M NaOH tirpalu ir laikomas 1 val, po to gerai atplaunamas vandeniu.
Ta pati veiksmy seka kartojama su ir 0,1 M HCIL.

b)  Gelfiltracinis sorbentas gerai atplaunamas H-O, atjungiamas nuo chromatografo ir

istatomas ] stova.

2.4.12. Tau baltymo agregacijos tyrimai fluorescencinés spektroskopijos bidu

Fluorescencijos priklausomybei 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. Rotoriuje patalpinti méginiai sukasi 400 aps./min greiciu ir

emisija matuojama kas 1 min, palaikant pastovig temperatiirg.
Agregacijai jvertinti atlikti Sie eksperimentai:

a)  Agregacijos grei¢io priklausomybé nuo buferinio tirpalo.

IeSkomos salygos, kuriose tau geriausiai agreguoja. Naudojama 40 uM baltymo, 50 uM
ThT 67,5 pg/mL heparino. Isbandyti buferiniai tirpalai: 50 mM CH3COOH pH 5; 50 mM, MES
pH 6; 50 mM, HEPES pH 7; 50 mM Tris pH 8; 50 mM Na;HPO4 pH 6,4. Vykdoma 50 °C

temperatliroje.
b)  Agregacijos greicio priklausomybé nuo heparino koncentracijos.

Mazos heparino koncentracijos tau agregacija skatina, o didelés — slopina. Tyrimo metu
ieskoma optimalios heparino koncentracijos. Naudojama 40 uM baltymo, 50 uM ThT, 50 mM
MES pH 6 buferinis tirpalas ir heparino koncentracijos: 33,75 ug/mL, 67,5 pg/mL, 135 ug/mL.
Vykdoma 50 °C temperatiiroje.

C)  Agregacijos greiCio priklausomybé nuo joninés jégos.
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Norima suzinoti, kokig jtakg agregacijai daro NaCl. Naudojama 40 uM baltymo, 50 uM
ThT, 67,5 ug/mL heparino, 50 mM MES pH 6 buferinis tirpalas ir NaCl koncentracijos: 50
mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM. Vykdoma 50 °C temperatiiroje.

d)  Agregacijos greicio priklausomybé nuo baltymo koncentracijos.

Naudojama, 50 pM ThT, 50 mM MES pH 6 buferinis tirpalas ir baltymo
koncentracijos: 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM, 60 uM, kurioms atitinkamai 10 mg/mL
baltymo -16,6 ug/mL heparino, 20 mg/mL -33,2 mg/mL. Vykdoma 50 °C temperatiroje.

e)  Agregacijos greicio priklausomybé nuo temperatiros.

Siekiama rasti labiausiai agregacijai tinkamg temperatiira. Naudojama 40 pM baltymo,
50 uM ThT, 67,5 pg/mL heparino, 50 mM MES pH 6 buferinis tirpalas. Vykdoma 40 °C, 50
°C, 60 °C, 70 °C, 80 °C temperatiirose.

f) Agregacijos greicio priklausomybé nuo ,,séklos* koncentracijos.

»3¢kla® tai jau susiformave agregatai — fibrilés, kuriomis uZkreCiamas dar

nesuagregaves baltymas. . Tirta 4 etapais:

1)  Naudojama 40 uM 1IN4R, 50 uM ThT, 67,5 pg/mL heparino, 50 mM MES pH 6
buferinis tirpalas ir 2,5 %, 5 % ir 10 % 1N4R ,,;séklos*. Vykdoma 50 °C temperatiiroje.

2)  Naudojama 40 uM 2N4R, 50 uM ThT, 67,5 pg/mL heparino, 50 mM MES pH 6
buferinis tirpalas ir 2,5 %, 5 % ir 10 % 2N4R ,,séklos*. Vykdoma 50 °C temperatiiroje.

3)  Naudojama 40 uM IN4R, 50 uM ThT, 67,5 pg/mL heparino, 50 mM MES pH 6
buferinis tirpalas ir 2,5 %, 5 % ir 10 % 2N4R ,,;séklos*. Vykdoma 50 °C temperatiiroje.

4)  Naudojama 40 pM 2N4R, 50 uM ThT, 67,5 pg/mL heparino, 50 mM MES pH 6
buferinis tirpalas ir 2,5 %, 5 % ir 10 % IN4R ,,séklos“. Vykdoma 50 °C temperatiiroje.

2.4.13. Duomeny apdorojimas
Rotor Gene Q aparatas fiksuoja fluorescencijos intensyvumg kas minute. Gauti

duomenys normalizuojami pagal (1) formule ir bréziami fluorescencijos priklausomybés nuo

laiko grafikai. Grafike pateikiami visi pakartojimai.

I=Imin
I/Imax =T (1)

Imax— Imin

25



Matematinis modelis nepritaikytas duomeny gluodinimui, nes esant skirtingoms
sglygoms gaunama skirtinga kreiviy forma. Vienu atveju labiau hiperboliné, kitu labiau

sigmoidine.

2.4.14. Atominés jégos mikroskopija

Atomings jégos mikroskopija 30 pL méginio uzneSama ant auksciausios kokybés V1 1
cm diametro zérucio disko. Méginys palaikomas 30 min. ant zZéruc¢io Véliau zérutis Svelnia
srove nuplaunamas 1 mL MilliQ vandens ir nudziovinamas po $velnia suspausto azoto srove.
Mikroskopavimas atlieckamas ,,.Dimension Icon“ atominés jégos mikroskopu dinaminiame
virpanc¢iojo zondo rezime (angl. Tapping mode). Skenavimui naudotas ,,RTESPA-300* zondas,
kurio virpéjimo daznis ~300 kHz. Skenavimo greitis 0,5-1 Hz, maksimali skenavimo kokybé
1024 x 1024 tasky.
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3. Rezultatai

Bakalaurinj darbag galima suskirstyti j 2 dalis: Tau baltymo gryninimg ir agregacijos
tyrimus. Gryninimo dalies tikslas ir pagrindiné problema buvo gauti tau baltyma su kuo maziau
priemaiSy. Tau baltymas yra bestruktiris, citozolinis ir tirpus, baltymo aminoriigsc¢iy sekoje yra
cisteino, tad gryninimas yra itin komplikuotas. Gryninant gaunami nedideli baltymo kiekiai: i$
1600 mL. LB terpés iSauginami vidutiniskai 7-8 g biomasés, i§ kurios gryninant gaunami 6-7
mg baltymo. Baigiamojo darbo metu buvo isbandytos jvairios gryninimo salygos, gryninimas
buvo optimizuotas, optimizavus gauti etapai: lasteliy suardymas ultragarsu, termoi$sodinimas,
katijoniné¢ chromatografija bei gelfiltracija, po kurios baltymai sukoncentruojami. Visi
optimizavimo darbai atlikti su 2N4R izoforma. Praktikos metu buvo iSgrynintos 5 tau baltymo
izoformos: ON3R; IN3R; 1N4R; 2N3R; 2N4R. Viso buvo atlikti 32 gryninimo procesai.

Antrasis etapas Tau baltymo agregacijos tyrimai. Buvo ieskoma labiausiai 2N4R
izoformos agregacijai tinkamy salygy. Véliau geriausiomis saglygomis agreguotos ir palygintos

visos turimos izoformos. Tam nubrézti normalizuoti grafikai.

3.1. Transformacijos optimizavimas

Atlikta transformacija j E. coli BL21 Star (DE3) ir E. coli BL21 (DE3) kamienus. BL21
Star pasizymi stabilesnes mRNR, todé¢l jam biiding didesné raiska, nei BL21 kamiene. Buvo
nuspresta iSbandyti abu variantus. Po transformacijos abiejy kamieny bakterijos augintos LB
terpéje. Abiejy transformaty Lac operono indukcija vyksta po trijy valandy, gauti biomasés
kiekiai panasiis. Auginimo metu kas valandg paimti méginiai iSanalizuoti NDS-PAAG

elektroforezes metodu (3.1, 3.2 pav). BL21 Star (DE3) kamiene baltymo sintetinta daugiau.

po 1val. po2val po3val.po4val po 5 val. po 6 val. po 7 val.
po1val. po2val.  po3val podval poSval po6val  po7val kDa

1180- ™ S -

B e D ——— ——— ——

18.4- g -
3.1. pav. Baltymo sintez¢ BL21 Star 3.2. pav. Baltymo sintez¢é BL21 (DE3)
(DE3) kamiene auginant LB terpéje. kamiene auginant LB terp¢je. NDS-PAAG
NDS-PAAG metodu analizuoti kas metodu analizuoti kas valanda auginimo
valanda auginimo metu imami méginiai. metu imami méginiai.
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Véliau, jau iSgryninus tau baltyma buvo pastebéta, jog nors ir baltymo grynumas abiem
atvejais panasus, i$ tokio pat kiekio biomasés i§ BL21 (Star) kamieno buvo gauta apie 15 %

daugiau tau baltymo, tad Sis kamienas pasirinktas tau baltymo sintezei.

3.2. Biomasés auginimo optimizavimas.

ISbandytos mitybinés terpés: LB, minimali bei autoinduktyvi ZYM. Kai transformantai
auginami LB terpéje baltymo ekspresija indukuojama IPTG, kai optinis tankis esant 600 nm
bangos ilgiui pasiekia 0,6-1 optinius vienetus (3.1. pav.). Transformantai auginti ir
autoinduktyvioje ZYM terpéje. Po kiekvieno auginimo tikslinio baltymo ekspresija analizuota
NDS — PAAG elektroforezés biidu. Matoma, jog ZYM tikslinio baltymo sintezé¢ indukuojama
po 3-4 valandy, taip pat, kaip ir LB terpés atveju (3.3. pav.).

polval.  po2val. po3val podval  poSval. po6val

e | .» UHH:
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3.3. pav. Tau sintezé ZYM terpéje naudojant BL21 Star (DE3) kompetentines lasteles.

NDS-PAAG metodu analizuoti kas valanda auginimo metu imami méginiai.

Auginta minimalioje terpéje, norint sumazinti priemaisy procenta. Deja, rezultatas
nepageréjo, o procesas pasunkéja, ilgiau reikia laukti indukcijos, auginimo metu gaunama
maziau baltymo (3.4. pav.).

kDa __
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3.4 pav. Tau sintezé minimalioje terpéje, naudojant BL21 Star (DE3)

kompetentines lgsteles. NDS-PAAG metodu analizuoti kas valanda auginimo metu
28



3.3. PriemaisSiniy baltymy iSsodinimas
Buvo iSbandyti 2 pirminio gryninimo etapai: priemaisiniy baltymy pasalinimas kaitinant

arba anijoniné chromatografija naudojant DEAE sefaroz¢ ir surenkant tik pratekéjimg. Tau
baltymas termostabilus, tad kaitinant nepasikeicia. Tyrimai parodé¢, jog termo iSsodinimo metu
pavyksta atsikratyti daugiau priemaiSy, taciau abiejy etapy vykdyti néra verta, kadangi
eksperimentiskai patikrinta, jog bendras rezultatas jvykdzius abu etapus nepasikeicia (3.9.
pav.). Siekta rasti geriausias sglygas kaitinimui, nes per maza temperatiira ar kaitinimo laikas
gali pasalinti ne visus priemaiSinius baltymus, o per didelé temperatiira gali paveikti ir tau

baltymg. Tad buvo atliktas tyrimas, méginiai kaitinti, kaip parodyta 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Termoi$sodinimo optimizavimo tyrimas

Kaitinimo temp. Kaitinimo laikas Kaitinimo temp. Kaitinimo laikas
60 'C 30 min 90°C 30 min
40 min 40 min
50 min 50 min
60 min 60 min
70°C 30 min 100 °C 30 min
40 min 40 min
50 min 50 min
60 min 60 min
80°C 30 min
40 min
50 min
60 min

Visi méginiai centrifuguoti, o supernatantai tirti NDS-PAAG elektroforezés metodu. Rezultatai
(3.5. pav.) rodo, jog ir 30 minuéiy kaitinimo visiSkai pakanka, ilgiau kaitinant rezultatas
nepasikeité. Taciau kaitinant aukStesnéje nei 70 "C temperatiiroje, pasisalina nedaug nei tau
mazesnés molekulinés masés priemaisos, kuriy nepavyksta atskirti vykdant chromatografijas.
100 °C temperatiira kaitinimui yra per didelé, dalis tau baltymo S§ioje temperatiiroje
denatiiruoja. Tad buvo pasirinkta kaitinti 30 minugiy 80 °C temperatiiroje.
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3.5. pav. Termo i$sodinimo priklausomybé nuo laiko analizuota NDS-PAAG elektroforezés

metodu.

3.4. Jony mainy chromatografijos optimizavimas

Vykdyta katijoniné chromatografija. Naudoti sorbentai: CM, SP ir Capto MMC. CM
sorbente prie sefarozés yra prijungta karboksimetil (-OCH2COQ") grupg, tai silpnas katijonitas.
SP sorbente prie sefarozés prijunta sulfopropil (CH2CH2CH2SO4") grupé, sorbentas stiprus
katijonitas. Nesvarbu kurj sorbentg panaudosime, iSgryninto baltymo kokybé nepasikeité, taigi

pasirinkta CM sefarozé.

Capto MMC - misrus sorbentas, kuris turi prijungtas tiek teigiamai jkrautas, tiek
hidrofobines grupes, todé¢l vienu metu vykdoma katijoniné ir atvirks¢iy faziy chromatografija.
Buvo iSbandyti jvairiis pH ir drusky gradientai, ta¢iau Capto MMC pritaikyti tau baltymo
gamybai nepavyko. ISgryninti pavyko, bet panaudojus Capto MMC tik kaip silpnos katijoninés

chromatografijos sorbenta.

Jony mainy chromatografija gali biiti vykdoma skirtingais tekéjimo greiciais, jvairiais
gradientais. Buferio tekéjimo greitis buvo kei¢iamas tam, jog pavykty atskirti labai panasiu
metu iSeinan¢ius baltymus. Tiek bandant didZiausig 3 mL/min, tick maZiausig 0,5 mL/min
tekéjimo greitj, rezultatai reikSmingai nesiskyré, tad buvo parinktas patogiausias 3 mL/min
tekéjimo greitis (ISbandyti buvo 0,5 mL/min, 1 mL/min, 2 mL/min, 3 mL/min tekéjimo
grei¢iai). MaZinant gradienta jokiy reikSmingy rezultaty negauta. Pateikta tiesinés eliuciné
chromatograma gleidziant 3 mL/min greiciu, 40 % A—B per 27 minutes (3.6 pav.) bei NDS-

PAAG elektroforezes metodu gautag méginiy analiz¢ (3.7 pav., 3.8 pav.).
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3.6 pav. Katijonin¢ chromatograma
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3.7 pav. Katijoninés chromatogramos metu 3.8 pav. lvairiy gryninimo etapy meéginiy
gauty méginiy analizé¢ ~ NDS-PAAG analizé NDS-PAAG elektroforezés metodu

elektroforezés metodu

Jony mainy chromatografijoje labai svarbus pH. Vykdant katijoning chromatografija
rekomenduojamas buferio pH turéty biiti 2 vienetais maZesnis nei baltymo pl, ta¢iau naudojami
ir kiti variantai. Tau izoformy pl svyruoja apie 8,2. Isbandyti pH 6,4, 6,5, 7,4, i§ kuriy
pasirinktas 6,4.

3.5. Gelfiltracijos optimizavimas
Gelfiltracijos metodas nors ir labai placiai naudojamas, tadiau visgi nepasizymi dideliu
atrankumu ar didelémis optimizacijos galimybémis. Optimizuoti bandyta keiCiant tekéjimo

greitj (1 mL/min, 0,5 mL/min). Galiausiai pasirinktas 1 mL/min tekéjimo greitis. Pateikta
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chromatograma, kurioje matomi 3 uznesSimai (3.9 pav.) bei gauty frakcijy analize¢ NDS-PAAG

metodu (3.10 pav.)
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3.9 pav. Gelfiltracijos chromatograma

1 z > 3

118.0 -

) ——

45.0-

184-

120 ml

—

3.10 pav. Gelfiltracijos metu gauty frakcijy analizé NDS-PAAG

elektroforezés metodu.

Tokiu budu buvo iSgrynintos 5 tau baltymo izoformos: ON3R, 1N3R, 1N4R, 2N3R,

2N4R. (3.11 pav.) Viso gauta 123 mg. jvairiy izoformy baltymo. Buvo atlikta masiy
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spektometrijos analizé (atliko Dr. Vytautas Smirnovas), kuri patvirtino, jog iSgrynintos tikrai

$i0s izoformos.

ON3R IN3R IN4R 2N3R 2N4R
kDa

118.0

66.2 —

45.0 — /—

3.11 pav. Ivairiy izoformy analizé NDS-PAAG

elektroforezés metodu

3.6. Agregacijos tyrimai

Neurodegeneracinémis ligomis serganciy Zmoniy smegenyse randama baltymy
agregaty. Tau agregatai siejami su Alzheimerio liga, tad agregacijos tyrimai yra itin aktualis.
Pirmiausiai parinktos salygos 2N4R agregacijai, véliau agreguotos kitos izoformos, palygintos
agregacijos kinetikos. Isbandyti jvairts buferiniai tirpalai, kuriy skirtingi pH, taciau agregacija
vyko tik MES buferyje, kurio pH 6. Agregacijos tyrimo metu gauti agregatai stebimi atominés
jégos mikroskopu. Nuotraukoje gautos ilgos fibrilés patvirtina, jog agregacijos eksperimenty

metu tikrai stebimas amiloidiniy fibriliy susidarymas.

R’_‘.ﬂ_ld e : 10.0nm

00 1: Height Sensor 50um

-10.0nm

3.12. pav. Tau fibriliy nuotrauka padaryta atominés jégos mikroskopu. 33



3.6.1. Agregacijos laiko priklausomybé nuo temperatiiros
Agregacija vykdyta skirtingose temperattirose. 60 °C temperatiiroje agregacija léCiausia,

o tiek 40 °C, tiek 80 °C agregacija greitesné (3.13. pav.).
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3.13. pav. Agregacijos laiko priklausomybé nuo temperatiiros.

3.6.2. Agregacijos laiko priklausomybé nuo heparino koncentracijos
Esant vienodai tau baltymo koncentracijai keiCiama heparino koncentracija. Be

heparino agregacija nevyksta, nedidelés heparino koncentracijos agregacija skatina, o didelés
slopina. Buvo svarbu rasti tokig koncentracijg, kuri maksimaliai greitina ir tokia koncentracija

buvo 67,5 pg/mL (3.14. pav.).
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3.14. pav. Agregacijos laiko priklausomyb¢ nuo heparino
3.6.3 Agregacijos laiko priklausomybé nuo baltymo koncentracijos.
ISlaikant pastovy heparino ir baltymo santykj buvo didinama baltymo koncentracija.

DaZnai didinant baltymo koncentracija agregacija greitéja, taciau tau atveju matoma atvirkstine
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priklausomybé: didelés baltymo koncentracijos agreguoja léciau, nei nedidelés. GreiCiausiai

agreguoja 20 mM tau baltymo, 1é¢iausiai 60 mM (3.15. pav.).
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3.15. pav. Agregacijos laiko priklausomybé nuo baltymo

3.6.4. Agregacijos laiko priklausomybé nuo joninés jégos.
Joniné jéga stebima naudojant natrio chlorida. Druskos slopina agregacija, kuo didesnés

koncentracijos, tuo labiau slopina (3.16. pav.). Tolesniems eksperimentams NaCl nenaudotas.
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3.16 pav. Agregacijos laiko priklausomybé nuo joninés jégos
3.6.5. Agregacijos laiko priklausomybé nuo skirtingy séklos koncentraciju.
»S¢kla®“ tai jau suagregavusios, ultragarsu suardytos amiloidinés fibrilés, veikiancios
kaip agregacijos centras, nuo kurio gali toliau formuotis amiloidinés fibriles, perSokant
nukleacijos etapa (lag faze) ir i§ karto vykstant elongacijos etapui. Bandytos séklos

koncentracijos: 2,5%, 5% ir 10%. Net 2,5% séklos i§ karto stipriai pagreitina tau baltymo
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agregacija, nebéra lag fazés (3.17. pav.). Matoma tiesiné priklausomybé: kuo ,,séklos“ daugiau,

tuo labiau pagreitinama agregacija.
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3.17. pav. Agregacijos laiko priklausomybé nuo ,,séklos* koncentracijos.

3.6.6. Skirtingy izoformy agregacija

Agreguotos 5 izoformos: ON3R, 1IN3R, 1IN4R, 2N3R, 2N4R. lzoformos skiriasi
pasikartojimy skai¢iumi su mikrovamzdeliais sgveikaujancio motyvo pasikartojanciame
regione arba projekcinio domeno riigStiniame regione. Pasikartojanfiame regione esantys
pasikartojimai turi heksapeptidinius motyvus, teoriSkai jie skatina tau agregacija. Gauti
rezultatai tai patvirtina: IN4R ir 2N4R agreguoja Zymiai grei¢iau nei IN3R ir 2N3R.(3.18.
pav.), taigi galime daryti i§vada, jog 4R izoformos agreguoja grei€iau nei 3R izoformos. Taip
pat galima pastebéti, jog ON agreguoja geriau nei 1IN ar 2N. Svarstoma, jog taip gali bati dél

mazesnés izoformos mases, nes mazesni baltymai lengviau agreguoja tarpusavyje.

1.0

0 100 200 300 400 500 600 700
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3.18. pav. Skirtingy tau izoformy agregacija.
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3.6.7. Saveika tarp 1N4R IR 2N4R izoformy

Siam tyrimui buvo naudotos izoformos 2N4R ir IN4R bei $iy izoformy ,,séklos®.
Stebima, kaip 2N4R ir IN4R agregacijos kinetikg veikia 2N4R ir IN4R agregatai. ,,Sékla“
visglaik skatina agregacijos procesa. 2N4R atveju 2N4R (sava) ,,sékla* skatina agregacijg
labiau, nei IN4R ,;sékla“ (3.18. pav.), 0 IN4R atveju prieSingai 2N4R ,,sé¢kla“ veikia geriau nei
1IN4R (sava) ,,sékla* (3.19. pav.).
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3.18. pav. 2N4R agregacijos laiko priklausomybé nuo 2N4R ir 1N4R sé¢klos.
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ISvados:
1. Optimizuotas tau baltymo gryninimo protokolas.

2. 4R izoformos agreguoja geriau nei 3R, o ON izoformos agreguoja geriau nei 1N ar 2N.
3. 2N4R izoformos sékla tiek 2N4R, tiek 1N4R agregacija skatino labiau nei 1N4R sékla.
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