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Abstrakt

V soucasné dobé¢ se klade velky vyznam na pfesnou a v€asnou diagndézu Alzheimerovy
nemoci (AN), kterd je diilezita pro zavedeni 1écebnych postupii oddalujici nastup choroby.
Protilatky proti tau proteinu se jevi jako vhodné biomarkery pro v€asnou diagnézu AN.
Proto se tato prace zabyva nejprve pfipravou rekombinantniho lidského tau proteinu v
bakteriich a jeho nasledném vyuziti pro stanoveni hladiny protildtek v krevnich sérech
pacientll s AN a normalnich seniorii. Podatilo se pfipravit tau protein v dostatecné Cistoté
pro stanoveni protilatek ELISA metodou a ziskané vysledky byly statisticky analyzovany
neparametrickymi metodami. Vysledky byly porovnany s daty ziskanymi od Mgr. Jany
Svarcové zméfenim protilatek v sérech pacienti s AN a normalnich seniorti pomoci
komeréniho bovinniho tau proteinu. Podle téchto analyz existuji rozdily v datech
ziskanych na lidském a bovinnim tau proteinu. Prokdzalo se, ze pacienti s AN maji mensi
mnozstvi protilatek proti tau proteinu nez zdravi seniofi. Rekombinantni lidsky tau protein
byl pouzit také na imunizaci kraliki. ELISA metodou se u kraliki potvrdila tvorba

protilatek proti lidskému tau proteinu.

Abstract

Currently a grate emphasis is being put on accurate and early diagnosis of Alzheimer's
disease (AD), which is important for the introduction of treatments that could postpone the
onset of the disease. Antibodies against tau protein appear to be suitable biomarkers for
early diagnosis of AD. Therefore, this work deals firstly with preparation of human
recombinant tau protein in bacteria and its subsequent use in determining levels of
antibodies in blood serum of patients with AD and in normal older persons. A preparation
of the tau protein in sufficient purity was achieved for the antibodies measurment by
ELISA method and results were statistically analyzed using nonparametric methods.
Results were compared with data from Mgr. Jany Svarcové obtained by measuring
antibodies in serum of patients with AD and normal elderly using an commercial bovine
tau protein. According to the analysis there are differences between the data obtained from
human and the bovine tau protein. It was proven that patients with AN have lower levels of

antibodies against tau protein than healthy seniors. Recombinant human tau protein was



also used to immunize rabbits. The ELISA method confirmed the creation of antibodies
against human tau protein in rabbits.
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Predmluva

Demence je chapéana jako ziskana porucha paméti a dalSich kognitivnich schopnosti.
Alzheimerova nemoc (AN) je nejbéznéjsim typem demence. V souvislosti s celosvétovym
trendem prodluzovani lidského Zivota a vzrustajicim poétem starych osob v populaci se
soucasnosti. V¢asnd diagndéza AN je dulezitd pro zahdjeni symptomatické lécby napf.
cholinesterazovymi inhibitory. Béhem posledniho desetileti se usili védcti zamétovalo na
stanoveni biomarkeru (koncentrace f-amyloidu 1-42 a 1-40 a tau proteinu)
Vv cerebrospinalni tekuting. Stale neexistuje jednoduchy test nebo biologicky marker, ktery
by detekoval ¢asné ptipady AN a definitivni diagnéza AN je stale zalozena na diikkazech
ziskanych pitvou. Celkovy tau protein je povazovan za hlavni biomarker neurondlni
degenerace. Tato diplomova prace se zabyva stanovenim protilatek proti tau proteinu
Vv krevnim séru pacientd s AN a normalnich seniorti a porovnanim ziskanych vysledkt pro

ptinos k diagnostice AN.
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Uvod

Demence jsou choroby, jejichz hlavni charakteristikou je upadek kognitivnich
(poznavacich) funkci (napft. intelektu, paméti, motivace) a druhotné i upadek ostatnich
psychickych funkci z pivodni kapacity. Tento upadek je tak podstatny, ze interferuje
S béznymi dennimi aktivitami nemocného ¢lovéka. Takovy cloveék se pak stava zcela
zavisly na svém okoli a je neschopen samostatné existence. Koneénym disledkem je
potom smrt ¢loveéka, zpasobena bud’ nepifimo (urazy) nebo piimo (selhanim zakladnich
zivotnich funkci).

Demence se déli do dvou zakladnich skupin: choroby atroficko-degenerativni (napf.
Alzheimerova nemoc) a demence sekundarni, vzniklé v dasledku jiné primarni poruchy
(ischemicko-vaskularni demence, posttraumatické poruchy, infekéni choroby atd.).

Atroficko-degenerativni demence nejsou doposud dostateéné prozkoumany po strance
etiologické. U nékterych byla zjisténa geneticka podminénost, ale také spoluptisobeni fady
faktord, napt. vliv neurotoxintl, infekénich agens a stresortt nejriznéjsiho druhu. Jednim

z nejvyznamngéjsich faktort je také vek [1].
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1 Alzheimerova nemoc

AN je nejcastéjsi formou demence. Piedstavuje asi 50-60 % vSech demenci a dalSich asi
10 % demenci je smisené etiologie, kde se krom¢ alzheimerovskych zmén vyskytuji i
ischemicko-vaskularni zmény (mozkové infarkty) [2].

AN je neurodegenerativni onemocnéni projevujici se syndromem demence, které je
definovano patologickymi nalezy v mozku pacientl. Zaroven vsak existuje individualni
ruznorodost, pokud se ty¢e doby vzniku, rychlosti vyvoje a nékterych dalSich klinickych
odchylek. Pacienti se lisi genetickymi dispozicemi a faktory, které¢ ovliviuji rozvoj a

prubéh choroby [2].
1.1 Patogeneze Alzheimerovy nemoci

Z genetického hlediska je AN multifaktoridlni nemoci, pii které se vyskytuji i mutace
gend. Zmény souvisejici s AN jsou zakodovany na chromozomech 1, 14, 19 a 21 [3].

AN se rozliSuje na dva typy: na typickou a atypickou AN. Atypicka forma nemoci je
pomérné vzacna a projevuje se ¢asnym nastupem nemoci. Rozviji se u lidi ve v€ku od 30
do 60 let. Casnd forma ma agresivnéj§i pribéh nemoci neZ typickd pozdni AN.
Pravdépodobnost genetické ptiCiny je vyssi u ptipadd s velmi ¢asnym nastupem nemoci.
Piesto méné nez 1% piipadii s AN je zplsobeno autosomalni dominantni mutaci. Tyto
mutace nachdzime na chromozomech 21, 14 a 1. Mutace na chromozomu 21 zptsobuje
tvorbu abnormalniho amyloidového prekurzorového proteinu (APP). Mutace gentli na 14. a
1. chromozomu, kde jsou kodovany presenilin proteiny, se podili na vzniku amyloidu-beta
(AB). Casna forma nemoci je nékdy nazyvana také jako familialni, protoZe pozitivni
rodinna historie je zde cast&j$i neZz mezi pacienty s pozdni formou nemoci. Pacienti
s atypickou ¢asnou AN jsou ziidka nosici alely apolipoproteinu E4 (ApoE4), ktera je
dalezitym rizikovym faktorem pro snizeni v€ku nastupu nemoci u pacientd s AN.
Nosicstvi alely ApoE4 souvisi se ztratou paméti béhem vyvoje nemoci. Pacienti, ktefi
nemaji alelu ApoE4 netrpi ztratou paméti, ale maji jiné projevy nemoci napi. zhorSeni
mentalni schopnosti, zhorSené vyjadiovani. Alela ApoE4 je nejdulezitéjSim genetickym
rizikovym faktorem pro typickou sporadickou AN. Typickd AN se projevuje u lidi starSich
65 let a jejim typickym projevem je pravé ztrata paméti [4, 5].
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AN ma n¢které vyznamné neuropatologické nalezy, které lze prokazat zobrazovacimi
metodami (CT, EEG, SPECT, PET, MR). Progresivni primarné degenerativni onemocnéni
mozku se projevuje kortiko-subkortikalni atrofii. Makroskopicky nalézame ztenceni
mozkové kiry, rozsifené sulky, rozsifené jsou i komory mozkové. Atrofie byva vyznamna
I v oblasti hipokampti. Mikroskopicky nalézame extracelularni a intracelularni zmény [2].
Nemoc provazeji dva vyznaéné morfologické nalezy v mozkové tkéni: extracelularni
amyloidni plaky (slozené piedev§im z nerozpustného amyloidu beta (AB)) a
intraneuronalni neurofibrilarni klubi¢ka, obsahujici nerozpustny tau protein [4].
amyloidu (nebo také amyloidu-p, AP). V mozkové kufe jsou pii AN pozorovany
nepravidelné okrouhlé ttvary (senilni plaky asi 10-200 um) vzniklé z rozpadlych neuront,
v jejichz stfedu se objevuje shluk amyloidogenni bilkoviny, jenZ poSkozuje axony
nervovych bunék. Polymerovany B-amyloid tvoii jadra (drizy), kolem kterych dochazi
k odumirani neuronti, vznika gliovy lem, dochazi k projeviim sterilniho zanétu. Primarnim
zdrojem B-amyloidu je amyloidovy prekurzorovy protein (APP). Za fyziologickych
podminek je Sté€pen a-sekretazou na fragmenty o 39-40 aminokyselinach. Tyto fragmenty
(B-peptidy) ptsobi za normalnich podminek neuroprotektivné a jsou rozpustné. Za
patologickych podminek se uplatiiuji enzymy B-sekretaza a y-sekretaza, které $t€pi APP
jinak: wvznikaji del$i fragmenty (o 42-43 aminokyselinach). Zmnozené a atypické
fragmenty APP zacCinaji oligomerizovat, pfestavaji byt rozpustné. Toto je zacatek vzniku
amyloidnich plakt. Je postulovana hypotéza, ze k polymerizaci dosud rozpustnych
fragmenti APP piispiva ptitomnost ApoE4. Apolipoprotein E (ApoE) je protein, ktery je
medidtorem metabolismu lipidd. U lidi jsou zndmy formy E2, E3 a E4. Nosic¢stvi alely
ApoE4 je vyznaénym rizikovym faktorem vzniku AN. Lidé vybaveni izoformou E4/E4
(tzn. dvéma alelami ApoE4) inklinuji ke vzniku AN 3-5x ¢astéji nez srovnatelna populace
s jinymi izoformami ApoE. ApoE je kodovan na 19. chromozomu. AP se také uklada ve
sténach cév. Hovotfime o tzv. amyloidni angiopatii [2, 3].
objeven v polovin¢ 70. let 20. stoleti diky studiu faktori nezbytnych pro tvorbu
mikrotubuli. Tau je protein asociovany s mikrotubuly (microtubule-associated protein,
MAP). V neuronech existuji jesté dalsi 2 MAP o vétsi molekularni hmotnosti nez ma tau
protein tzv. MAP1 a MAP2.
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1.2 Tau gen

Lidsky tau gen je umistén na dlouhém raménku chromozomu 17 v pozici 17921 a
obsahuje 16 exont (Obr. 1) [6]. Zahajeni pfepisu zacind na exonu 1, ve kterém je
lokalizovéan startovni kodon. Jsou zde 2 stop kodony, které jsou bud’ za exonem 13 nebo
uvnitt exonu 14. Neékolik mRNA je tvofeno alternativnim sestfizenim exont 2, 3, 4A a 10.
Exony 6p a 6d jsou pouzivany jen ziidka, generuji zkraceny tau protein o karboxylovy
konec. Exon 4A je vystfizen z mMRNA tau proteinu vyskytujicim se v mozku a zahrnut
V miSe a perifernim nervovém systému. Exon 8 se v lidském tau nevyskytuje a je pfitomen
u nekterych jinych druhti napt. v hovézim tau. Trasnkripci vznikda mRNA, ktera
alternativnim sestfizenim a translaci dava vzniknout Sesti odliSnym izoformam tau
proteinu. Tato exprese odlisSnych tau izoforem s odliSnym poctem exonti je charakteristicka
béhem vyvoje mozku. Existuji izoformy obsahujici exon 2, exony 2, 10, exony 2, 3 a
exony 2, 3 a 10. Exon 3 je v mRNA vzdy vlozen s exonem 2. Protoze exon 10 koduje
jednu z oblasti zahrnujici vazani tau k mikrotubultim, jeho alternativnim sestfihovanim
dochazi k produkci tau izoforem bud’ se 3 (tau 3R bez exonu 10) nebo 4 (tau 4R s exonem
10) tubulin/mikrotubulovymi vazebnymi oblastmi. Polovina tau proteinti obsahuje 3

mikrotubulové-vazebné motivy a dalsi polovina 4. [7].

23+
243
2=
x
i
]

Obr. 1: (A) Gen tau proteinu asociovaného s mikrotubuly (B) Nekolik mRNA je tvoreno
alternativnim sestrizenim exonu 2, 3, 44 a 10. (C) V lidském mozku je tvoreno 6 hlavnich

izoforem tau alternativnim seStrizenim exonu 2,3 a 10 [8].
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1.3 Struktura a funkce tau

Tau je protein, ktery je odolny proti vysokym teplotam a koncentracim kyselin, aniz by
ztratil svou funkci. V nativnim stavu ma jen velmi maly obsah sekundarni struktury a je
velmi flexibilni. Tau protein miize piechazet v rizné konformace, a proto se zatim
nepodafilo vyfeSit strukturu krystalografickymi metodami. Nuklearni magneticka
rezonance (NMR) je jedinou metodou, ktera zatim umoznila popsat jeho konformace a
dynamiku s vysokym stupném rozliSeni. Z poc¢atku bylo mozné studovat jen fragmenty tau
proteinu nebo urcité jeho sekvence. V soucasnosti byl ziskan kompletni zaznam nejdelsi
molekuly tau proteinu (441 aminokyselin). NMR data umozZnila prozkoumat strukturu a
dynamiku nejdelsi molekuly tau proteinu a uréit, které sekvence aminokyselin se podileji

na interakci s mikrotubuly. [9].

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDREDQGGYTMHQDQ
EGDTDAGLEESPLQTPTEDGSEEPGSETSDARSTPTAEDVTAPLVDEGAPGEQAR
AQPHTEIPEGTTAEEAGIGDTESLEDEAAGHVTQARMVSESEDGTGSDDERARKGA
DGETEIATPRGRAAPPGOEGOANATRIPAKTEFPAPETPPSSGEPPESGDESGY SSP
GSFGTPGSRSRTESLETPFFTREPEEVAVVRTFPFESESSAESELOTAPVEMEDLEN
VESEIGSTENLEFHQPGGGEVQI INEELDLSNVQSECGSKDNIEHVEGGGSVQIVY
EPVDLSEVTSKECGSLGN IHHEPGGGOVEVESEELDFEDRVOSKIGSLDNITHVEG
GGNEEIETHELTFRENAFAKTDHGAEIVYESFVVSGDTSPEHLSNVSSTGSIDMY

DSPQLATLADEVSASLAKQGL
Obr. 2: Aminokyselinova sekvence nejdelsi izoformy (441 aminokyselin) tau proteinu s

histidinovou kotvou: cervené je sekvence histidinové kotvy, zelené je sekvence tau proteinu

[9, 10].

Sest izoforem tau se 1i§i podle obsahu 3R nebo 4R mikrotubulovych vazebnych oblasti
0 31-32 aminokyselinach (repeat) v karboxylové ¢asti proteinu a jedné (IN), dvéma (2N)
nebo zadné (ON) aminokoncové sekvenci o 29 aminokyselinach (AMK), ktera je kédovana
exony 2 a 3 (Obr. 3) [11, 12]. Téchto 6 izoforem vypada takto: ON3R, IN3R, 2N3R a
ON4R, 1N4R, 2N4R [8, 13]. N¢kdy jsou tyto izoformy oznacovany jako t3, 13S, t3L a 14,
t4S, t4L [14]. N-terminalni oblast (nazyvana projekéni doménou) je Kyselou casti
proteinu. Je nasledovana oblasti bohatou na prolin a C- terminalni oblasti, ktera je bazicka.
Té&chto 6 hlavnich izoforem lze separovat jako nékolik izovariant s izoelektrickymi body
mezi 9,5 a 6,5 kvuli exonické kodujici kazeté¢ a dale post-translaénim modifikacim.

Polypeptidova sekvence kodovana exony 2, 3 dodava tau proteinu kyselost, zatimco exon

17



10 kéduje pozitivné nabité sekvence, které dodavaji bazicky charakter tau proteinu. N-
koncova oblast ma pl 3,8, néasleduje prolinovd doména s pl 11,4 a C-koncova oblast je
pozitivné nabitd s izoelektrickym bodem 10,8. Tau je spiSe dipol se dvéma doménami

s opa¢nymi naboji, které mohou byt modifikovany post-transla¢nimi zménami [8].

1 50 100 150 200 250 300 350 400 441
L 1 | 1 | 1 1 | 1 1
n oM ™ w (1=} © D NM W0 o
2228 ] & §§ §§¥y ¢
]
R Y IR D Am DoOHD B
N I (A |
ﬁa\ 2 % 8 &
==
E FF on ® B 0
T I L L1
=D
B| R R3| R4 C

1] R2| F
I 1 I
GZ?ﬁIEML V3a3Tm R406W

N279K A K280

Projekéni doména Doména asociovana s mikrotubuly
Obr. 3: Schéma tau proteinu ukazuje domény a izoformy tvorené alternativnim sestrizenim
exonii (Cerna cara nad 11, 12 a R2). 11 a 12 jsou sekvence exonu 2 a 3, P1 a P2 jsou oblasti

bohaté na prolin (tmavé Seda barva), R1-R4 jsou domény vazajici mikrotubuly [15].

Kazda z téchto izoforem ma specifickou fyziologickou roli, proto jsou pravdépodobné
rizné produkovany béhem vyvoje. Napiiklad jen jedna izoforma tau, charakterizovana 3R
a zadnym N-termindlnim insertem, je pfitomna b&hem vyvoje plodu, zatimco dalsi
izoformy (s 1 nebo 2 N-terminalnimi inserty a 3- nebo 4R) jsou exprimovany V dospélosti

[7, 16].
1.3.1  Projekéni doména

Dvé sekvence o 29 AMK koédované exony 2 a 3 udavaji rliznou délku N- terminalni
Casti tau proteinu (Obr. 3). Tato ¢ast je nazyvana jako projekéni doména, protoZze vy¢niva
z mikrotubulového povrchu, kde pak miiZe interagovat s dalSimi cytoskeletalnimi elementy
a plasmatickou membranou [7].

Projekéni doména tau urcuje vzdalenost mezi mikrotubuly v axonech a miize zvySovat
axonalni pramér. V perifernich neuronech, které maji velmi dlouhy axon s velkym
primérem, je pfitomnd dal§i N- termindlni sekvence kédovana exonem 4A. Diky tomu
tvori specifickou tau izoformu zvanou ,,velky tau“ [12]. Toto napovida, ze N-terminalni

regiony tau proteinu jsou velmi dulezité pro stabilizaci a organizaci ur€itych typ axond

[7].
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Tau protein se vaze k aktinovym filamentim. Skrze tyto interakce muze dovolit
mikrotubulim propojit se s dalSimi cytoskeletdlnimi komponentami jako jsou
neurofilamenta a miZze omezovat flexibilitu mikrotubul [17]. Tau protein interaguje
s cytoplasmatickymi organelami. Napiiklad takova interakce muze dovolovat vazani
mikrotubul k mitochondriim [7]. N-terminalni projek¢ni doména také umoznuje interakci
s neuralni plasmatickou membranou [18]. Tau muaze hrat roli pfi regulaci fosfolipazy C

(PLC)-y a tim se podilet na signalni transdukei [19].
1.3.2 Doména asociovana s mikrotubuly

Tau proteiny se vazou na mikrotubuly prostiednictvim opakujicich se regioni v C-
termindlni ¢asti. Tyto opakujici se oblasti jsou domény (R1-R4) kédované exony 9-12. Tii
(3R) nebo ¢tyfi (4R) kopie jsou vytvoieny z konzervovanych opakujicich se 18-AMK
sekvenci. Tyto sekvence jsou od sebe oddéleny vlozenim méné konzervované 13- nebo 14-
AMK domény. Tau proteiny G¢inkuji jako promotory tubulinové polymerizace in vitro a
jsou zaclenény v axonalnim transportu [20]. Bylo dokazano, Ze zvySuji polymerizaci
mikrotubul a inhibuji depolymerizaci. Opakujici se 18-AMK sekvence se vazou
k mikrotubultim pfes flexibilni pole rozdélenych slabych mist. Ukazalo se, Ze tau izoformy
U dospélych s 4R jsou mnohem Uc¢innéjsi v podporovani mikrotubulového sklddani nez
izoforma s 3R u plodu. Nejucinngjsi ¢ast indukujici mikrotubulovou polymerizaci je ve
vloZeném regionu mezi prvni a druhou opakujici se sekvenci 18-AMK a to konkrétné
sekvence K*"*VQIINKK®!, Tato sekvence je unikatni pro 4R-tau a je odpovédna za
odlisnost ve vazebné afinité mezi 3R a 4R [7]. Tau protein obsahuje také jeden nebo dva
cysteiny. Cystein 291 se vyskytuje v opakujicim se regionu 2 (pouze u izoformy 4R) a
cystein 322 v opakujici se doméné 3 (vzdy pfitomny). Tato odliSnost ma také vliv na
agregaci tau a prechod do PHF [15].

Doména vézajici mikrotubuly se pravdépodobné podili na modulaci fosforylace tau
proteinu. Byla dokdzana piiméa a kompetitivni vazba mezi touto doménou a mikrotubuly
nebo mezi doménou vazajici mikrotubuly a protein fosfatdzou 2A (PP2A). Nasledkem toho
mikrotubuly mohou inhibovat aktivitu PP2A tim, Ze budou soutézit o navazani na tau

protein do domény vazajici mikrotubuly [7].
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Tau je rozpustny, tepelné stabilni fosfoprotein a jeho biologické aktivita je regulovana
stupném jeho fosforylace. Normalni mozkovy tau obsahuje 2-3 moly fosfatu na mol
proteinu, coz je optimalni pro jeho funkci [14].

Tau svou schopnosti modulovat dynamiku mikrotubuli pfispiva pfimo nebo nepiimo ke
klicovym strukturdlnim nebo regulaénim bunéénym funkcim. Poméha udrzovat ptislusnou
morfologii neuront. Mikrotubulova sit’ je sofistikovany trasnportni mechanismus, ktery
umoziuje signalnim molekulam, trofickym faktorim a dalSim esencialnim bunéénym
slozkam vcetné organel cestovat podél axoni. Proto ma tau protein tak velky ucinek na
axonalni transport i na funkci a zivotaschopnost neuront a jejich vybézkd. Dynamicka
rovnovaha na mikrotubuly vazaného a volného tau proteinu je primarné kontrolovana

fosforylaénim stavem tau, ktery je ur¢eny akci kinaz a fosfataz [21].
1.4 Bunécna lokalizace tau

Fosforylace tau proteinu ovlivituje pti vyvoji neuront jeho distribuci. Tau fosforylovany
Vv oblasti bohaté na prolin je hlavné ptitomny v somatodendritickych ¢astech, zatimco tau
protein s defosforylovanou touto oblasti se vyskytuje v oblasti distalnich axont. Tau

fosforylovany v karboxyl-koncové doméné se nachazi hlavné v oblasti distalnich axont

[22].
1.5 Post-translac¢ni modifikace

Existuje nékolik moznosti modifikace tau proteinu, jako jsou glykosylace,

v

ubiquitinylace, glykace, zesitovani apod. Nejstudovangjsi je vSak fosforylace, protoze je

vvvvvv

151 Tau fosforylace

Schopnost proteinu tau vazat se na mikrotubuly je regulovana tfizenou fosforylaci serinu
nebo threoninu. Toto je nejdulezitéjsi mechanismus regulace afinity tau k mikrotubulim.
Fosforylace je regulovana béhem vyvoje, u plodi je podstatné vyssi nez u dospélych.
Naproti tomu nadmérnd fosforylace proteinu tau je pozorovdna u neurodegenerace
dospélych [21]. Mikrotubulova polymerizace zavisi na fosforylaénim stavu tau proteinu.

Jeho fosforylovand varianta je ménd G&innd nez defosforylovana. Fosforylace S2%
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dramaticky snizuje afinitu tau k mikrotubulim in vitro. Ale toto misto samotné, které je
fosforylovano jak ve fetalnim i dospélém tau proteinu, je nedostate¢né pro uvolnéni tau
vazaného k mikrotubuliim [23].

Na nejdelsi varianté tau proteinu (441 AMK) je asi 80 potencialnich serinovych nebo
threoninovych fosforylacnich mist. Pouzitim fosforyla¢né-zavislé monoklonalni protilatky
proti tau a hmotnostni spektrometrie bylo popsano nejméné 30 téchto mist [7]. Naptiklad
fosforylace na serinu 214 a 409 mutze byt prvnim krokem pii zméné normalniho tau
proteinu na abnormalné hyperfosforylovany tau protein v AN (AN-P tau protein) [24]. Je
dulezité, ze vétsina téchto potencidlnich mist obklopuje mikrotubulovou-vazebnou doménu
v oblasti bohaté na prolin a v C-koncové oblasti tau (Obr. 4) [8]. Ruzné stavy tau
fosforylace vyplyvaji z aktivity specifickych kinaz a fosfatdiz Ktémto mistam [7].
Dohromady miize byt tau protein fosforylovan vice nez dvaceti protein kinazami. Ty lze
délit do dvou skupin: 1) ,prolin-directed” kinazy jako tau protein kinaza | (Glycogen
synthase kinase 3- GSK3), tau protein kinaza II (CdkS), MAP kindza (p38) a dalsi stresové
kinazy; 2) ,,non-prolin-directed kinazy jako protein kinaza A (PKA), C (PKC),
calmodulin (CaM) kinaza II, MARK kinaza nebo CKII, které modifikuji aminokyseliny
blizko ke kyselé ¢asti proteinu hlavné v exonu 2 a 3 [7, 8].

Normalni fosforylace
—— ——
— e —_——— o
Patologicka fosforylace

Obr. 4: Patologicka hyperfosforylace [22]. Kulicka zobrazuje fosforylaci serinu nebo

threoninu a kvadr oznacuje oblast, ktera se vaze k mikrotubulum.
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Mezi kindzami znamymi tim, Ze fosforyluji tau, byla hlavni role pfipsana GSK3.
V transgennim modelu Drosophila melanogaster bylo zjisténo, ze fosforylace tau GSK3
usnadnuje agregaci tau proteinu do vlaknitych polymert. Peptid AP je zaclenén
Vv roz§ifujici se fosforylaci tau proteinu pomoci GSK3, pravdépodobné zvysenim
enzymatické aktivity kindzy, kterd se zda byt toxicka pro neurony, ve kterych je pfitomen
tau protein. Byly identifikovany sférické agregaty AP, které jsou vysoce neurotoxické a
aktivuji GSK3, ktera pak fosforyluje tau protein. ZvySena fosforylace tau proteinu
pusobenim GSK3 muze byt zplisobena antagonistickym uUC¢inkem AP na insulinovy
receptor, ktery podporuje aktivaci GSK3. Existuji dalsi faktory, které mohou regulovat
aktivitu GSK3 napt. ApoE. Fosforylace tau proteinu pomoci GSK3 by mohla byt potiebna
pii tvorbé tau polymert. Je také mozné, Ze fosforylace tau proteinu GSK3 kinazou
potiebuje ptedchozi fosforylaci dal$imi kinazami, a to na vedlejSim misté, nez které je
modifikovano GSK3. Takovou kinazou, ktera predfosforyluje tau protein, je protein kinaza
Il neboli Cdk5. Aktivita Cdk5 je fizena aktivitou calpainu a mnozstvim p25, coz je
aktivator Cdkb, ktery je produkovany zp35 prekurzorového proteinu proteolyzou.
Mnozstvi p25 je v AN zvyseno, coz vede ke zvySené fosforylaci tau proteinu [22, 25].

Podobn¢ jako kinazy tak i fosfatdzy maji pfimy nebo nepiimy fyziologicky ucinek a
jsou protivahou ucinku kinaz. Protein fosfatazy (PP) 1, PP2A, PP2B a PP2C mohou
defosforylovat tau protein in vitro. PP1, PP2A a PP2B defosforyluji i abnormalné
hyperfosforylovany tau. PP2C fosfatiza muze defosforylovat tau protein, kdyz byl
fosforylovan PKA kinazou in vitro, ale neni schopna defosforylovat abnormalné
hyperfosforylovany tau protein, ktery je izolovan z mozkové tkané napadené AN. PP2A se
vaze k tau proteinu ptes jeho tubulin vazebny region. Mutace v tomto regionu mohou snizit
vazebnou kapacitu PP2A a tak nasledné produkovat zvySenou fosforylaci tau proteinu [22].
Protein fosfatdza 5 (PP5) je nova fosfoseryl/fosfothreonyl protein fosfatdza. Tato fosfataza
defosforyluje rekombinantni tau protein fosforylovany cAMP- zavislou protein kinazou a
GSK3 [7].

1.5.2  Tau glykosylace

O-glykosylace je ¢asta post-translacni modifikace, ktera je charakterizovana navazdnim
N-acetylglukosaminového zbytku O-glykosidovou vazbou na serin nebo threonin v

sousedstvi prolinu za katalyzy O-GIcNAc transferazy [7, 8]. Vyskytuje se
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v neurofilamentech a v proteinech asociovanych s mikrotubuly, véetn¢ MAP a tau
proteinu. Pocet O-GICN acetylovanych mist na tau proteinu je niz§i nez pocet
fosforylovanych mist. Specifické zmény mista nebo stechiometrie O-glykosylace mohou
modulovat funkci tau. Fosforylace a O-glykosylace mohou mit opa¢ny ucinek. Stupenn O-
glykosylace proteinu, ktera reguluje fosforylaci, je v AN snizen a pravdépodobné je dalsi
pficinou abnormalni hyperfosforylace proteinu [26]. Tau protein je navic v mozku s AN N-
glykosylovan [27]. O-glykosylace muze hrat roli ve zprostiedkovani interakce tau proteinu

a MAP s tubulinem a také v subcelularni lokalizaci a degradaci tau proteinu [7].
1.6 Tau patologie

Zmény v mnozstvi nebo struktufe tau proteinu mohou ovlivnit jeho roli jako stabilizéru
mikrotubul stejné jako nékteré procesy, ve kterych je zaclenén. Modifikace tau proteinu
fosforylaci ovliviiuje jeho interakci s mikrotubuly. Porucha mikrotubulové sité
v ovlivnénych neuronech oslabuje axonalni transport, toto vede k retrogradni degeneraci,
ktera ma za nasledek demenci. Hyperfosforylovany tau protein je zakladni komponentou
riznych nenormalnich agregati nalezenych v neuronech pacientli s neurologickou
poruchou nazyvanou jako tauopatie [22].

Nejznamé;jsi tauopatii je AN, ve které se tvofi dvé hlavni patologické struktury: senilni
plaky (slozené z f-amyloidu) a neurofibrilarni klubicka (neurofibrilary tangles, NFT). Tyto
NFT jsou tvofené parovymi helikalnimi filamenty (PHF) obsahujicimi hyperfosforylovany
tau protein. Tau je nejméné tiikrat az Ctyfikrat vice fosforylovan v mozku s AN. [28].

Pocet NFT koreluje se stupném demence. Tvorba PHF ztau proteinu je provazena
nékolika kroky, mezi které patii fosforylace jako konformaéni zmeéna proteinu a jeho
kone¢na polymerizace [22, 29].

Za patologickych podminek je rovnovaha vazani tau proteinu k mikrotubulim narusena,
coz ma za nasledek abnormalni zvySeni poctu volného, nenavazané¢ho tau. VEtsi
koncentrace tau V cytosolu zvySuje Sanci, Ze dojde k patologickym zménam, které
postupné povedou k agregaci a fibrilizaci tau proteinu [30]. Cesta od normalniho tau
vazaného na mikrotubuly K velkym agregovanym strukturam jako NFT je vicekrokovy
fenomén, ktery zacina pravé oddélenim tau z mikrotubula (Obr. 5).

V normalnich zralych (dospé€lych) neuronech je tubulin pfitomny v desetinasobném

nadbytku k tau proteinu. To znamend, ze prakticky vSechen tau protein je navazan na
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mikrotubuly v bunce. Tau protein polymerizovany do NFT se nevaze k tubulinu, ani
nepodporuje vytvaieni mikrotubul. Tato toxicka vlastnost patologického tau proteinu
zahrnuje izolaci normalniho tau proteinu z mikrotubuli pomoci modifikovaného proteinu.
AN cytosolicky abnormalné hyperfosforylovany tau protein (AN P-tau) také izoluje dalsi
dva proteiny MAP1 A/B a MAP2. Asi 40 % abnormaln¢ fosforylovaného tau proteinu
v mozku s AN je pfitomno v cytosolu a neni polymerizovano do PHF/NFT. Asociace mezi
AN P-tau a normalnim proteinem v piitomnosti glykosylace ma za nésledek tvorbu NFT.
NFT jsou inertni v0Ci degradaci na rozdil od nepolymerizovaného abnormalné
hyperfosforylovaného tau proteinu. Léze NFT rostou s vyvojem nemoci a eventudlné
mohou fyzicky udusit ovlivnéné bunky. Protein P-tau pracuje jako faktor, ktery iniciuje a
podporuje agregaci tau [30].

Mechanismus neurofibrilarni degenerace

Mormalni tau + tubulin % Mikrotubuly

kinézy/‘ Lfosfatizy

Abnormaliné hyperfosforylovany tau

Oddéleni normélniho tau, MAP1 a MAP2 od mikrotubuld
hyperfosforylovanym tau

L/ \ Polymerizace hyperfosforylovaného tau

Rozpad mikrotubul asociaci s normalnim tau

J J

OhroZeni axoplasmického toku PHF  &—— Ubiquitinace
J/ Klubitka
Zpétna degenerace
(ztrata synapsi)

demence \L

Obr. 5: Mechanismus neurofibrilarni degenerace. [30]

Odumirani neurond

Tau protein ma dlouhé pozitivné i negativné nabité oblasti, které ale nejsou napomocné
pro intramolekularni hydrofobni asociaci. V tau proteinu je p-struktura koncentrovana jen
v opakujicich se doménach R2 a R3, které se mohou samy shlukovat do filament [31].
Aminokoncové a karboxylkoncové oblasti lemuji oblasti proteinu odpovédné za vazbu k

mikrotubulim a u normalniho tau proteinu, tak inhibuji shlukovani do filament. Pokud ale
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dojde k hyperfosforylaci téchto oblasti, inhibice je eliminovana, coz ma za nasledek tvorbu

klubicek PHF/SF (Obr. 6) [30].
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Obr. 6: Fosforylace tau proteinu [30]

Abnormalni hyperfosforylace ptfedchazi tedy akumulaci tau proteinu v postizenych
neuronech u AN. Byly provedeny kvantitativni imunocytochemické studie s mAb Tau-1,
které odhalily depozita pouze abnormalné fosforylovaného tau proteinu (ne normalniho)
v neuronech bez klubiéek (stav ,,0 tangles) v AN i v normalnim starnoucim hipokampu.
Za pouziti monoklonalni protilatky proti mitotickému fosfoepitopu ukazal tento fenomén

Vincent et al.[32].
1.6.1  Agregace tau proteinu in vitro

Nekteré modifikace jako napt. deamidace usnadiuji polymerizaci tau proteinu. Ukazalo
se, ze deamidace se vyskytuje vtau ziskaném z PHF. Aby dochazelo k polymerizaci
samotného proteinu, byly by zapotiebi vysoké koncentrace tau proteinu. Z toho vyplyva,
7e jsou tu nezbytné dalsi latky, které usnadiiuji shlukovani tau proteinu. Jako prvni
molekuly byly testovany sulfoglykosaminglykany (sGAGs), které jsou pritomné v NFT
spolu stau proteinem. Zjistilo se, ze sGAGs usnadnuji polymerizaci tau in vitro, a to

nezavisle na fosforylatnim stavu [13]. Protoze SGAGS jsou polyanionické slouceniny,
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mohou i jiné polyanionické latky usnadnovat polymerizaci. Takovou latkou je kyselina
glutamova, ktera je pritomna v karboxyl-koncové oblasti tubulinu a muize tedy také
napomahat agregaci. Tato agregace vyzaduje pfitomnost tietiho tubulin-vazebného motivu
v tau molekule [22].

Mezi dalsi procesy, které usnadnuji agregaci tau proteinu, patii oxidace. Oxidace
cysteini umoziuje disulfidové zesitovani podporujici samo-shlukovani v molekule tau.
V 3R tau proteinu je pfitomen jeden cystein. V 4R tau proteinu jsou dva cysteiny, které
vytvaii intramolekularni disulfidové mastky [22].

Anionické micely a vezikuly indukuji také tau fibrilizaci in vitro. Arachidonova
kyselina mtze usnadnit agregaci, protoze tvoii micely. Tyto micely mohou t¢inkovat jako
polyaniony, pokud jsou jejich kyselé negativné nabité karboxylové skupiny na povrchu
[22].

1.6.2  Zkraceni tau proteinu

Stépeni tau proteinu je dilezitym znakem ve vyvoji AN [33]. Pii tvorbé& parovych
helikalnich filament se uplatiiuje n€kolik faktort, které piispivaji k agregaci tau proteinu
do PHF. Mezi takové vlivy patii i zkracovani molekuly tau proteinu. Bylo to dokazano tim,
ze jadra nerozpustnych PHF purifikovanych z mozku po pitvé obsahuji proteolyticky
Stépeny tau [34, 35].

Skladani tau molekuly stejné jako schopnost tvofit polymery je fizena nebo
doprovazena proteolytickym zkracenim na obou koncich molekuly. Zkraceny tau na obou
koncich molekuly se vyskytuje v jadie PHF. SDS-rozpustna PHF z mozku pacientt s AN
obsahuji normalné dlouhou tau molekulu. Pravdépodobné se tedy zkraceni objevuje az po
tvorb& polymerti. Malé vnitfni delece v ramci N-konce (sekvence R>-Y'®) inhibovaly
tvorbu filament in vitro. Interakce této oblasti v N- konci s oblastmi, které se vazou na
mikrotubuly (MTBR), je dulezitym pfedpokladem agregace tau proteinu. Tato konformace
je detekovana protilatkou anti-tau Alz-50. Zkraceni na N-konci in situ by se meélo
pravdépodobné vyskytovat po po¢atecni tvorb¢ filament [36, 37, 38].

Karboxylovy konec molekuly inhibuje tvorbu filament. Fragmenty tau proteinu
postradajici C-konec se shlukuji mnohem rychleji a ve vétsi mife nez nativni tau protein.
Kaspazy $tépi tau protein na D*' a uvoliji tak diskrétni peptid (S*22.L4h), ktery je

schopny tvofit amfipaticky alfa-helix. Tau protein ukonceny na D*** se shlukuje mnohem
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rychleji nez normalné dlouha molekula. Kdyz je synteticky peptid piidan zpét do molekuly
tau proteinu, shlukovani je zastaveno. Misto na molekule rozhodujici o inhibici
karboxylovym koncem se ¢asteéné piekryva s mistem, které interaguje s amino-koncem pii
tvorbé Alz50 epitopu. Z tohoto vyplyva, ze karboxylovy konec molekuly tau proteinu se
chova jako agregacni inhibitor, ktery soutézi s tvorbou konformace Alz50 [36, 39].
Kaspazy jsou cysteinové proteazy, které $té€pi na karboxylové stran¢ zbytek kyseliny
asparagové v sekvenci DXXD. Tyto enzymy se Ucastni proteolytické kaskady vedouci
K bunécné smrti skrze apoptozu. V neuronech je hlavni ,killer* kaspaza-3. Zastupci
kaspazové rodiny cysteinovych proteaz hraji kritickou roli v Ap-indukované neuronalni
apoptoze a jsou aktivovany v apoptickych neuronech v AN. Byla zkouméana potencialni
role kaspazového §t&peni ve vyvoji tau patogeneze v AN. Misto D*! v tau proteinu je
nejsnadnéji $t€peno kaspazami in vitro. Toto misto je lokalizovano v C-koncové cCasti

molekuly a jeho $tépeni fidi shlukovani tau proteinu in vitro [36].
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protein
Alz 50+

Alz 50+
Tau-C3+

Tau-66+
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Tau-66+
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Obr.7: Zrdani NFT je sled usporadanych konformacnich zmén, které zahrnuji Stépeni tau
proteinu. Jsou zde zobrazeny dvé zkraceni karboxylového konce a jedno amino-koncové

zkrdceni, které ale jesté neni zcela objasnéno [36].
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Koncept konformaénich zmén vtau proteinu jako alternativni post-translaéni
modifikace u AN, se objevil s vyvojem protilatek rozpoznavajicich nesouvislé epitopy
tvofené vlastnim skladanim molekuly tau (Obr. 7). Existuje nékolik riznych protilatek
proti rizné zkracené tau molekule [34].

Vyvoj struktury NFT v pribéhu AN se oznacCuje podle protilatek detekujicich urcité
konformace: Alz50 —Tau-C3— Tau-66— MN423. Odvozené struktury jednotlivych
epitopu naznacuji, ze toto pofadi vyskytu konformacnich zmén je spojeno s C-terminalnim
zkracenim. V tomto schématu je epitop Alz50 vytvoien sloZzenim N-konce do kontaktu
s MTBR3. Pak dochazi ke zkraceni karboxylového konce kaspazou-3 na D*! a tvorbs
konformace z Alz50 do stavu, kde je amino-konec zaménén za oblast bohatou na prolin
v interakci s MTBR3. Tento pfechod zahrnuje zkraceni amino-konce tau molekuly. Coz
bylo dokazano ztratou reaktivity NFT Kk protilatkam proti N-konci. C-konec neni zkracen
na D*! dokud je udrzovana kolokalizace Alz50/Tau-C3 a Tau-C3/Tau-66. Nakonec stav
Tau-66 existuje spolu se stavem MN423 diky ztraté¢ Tau-C3 epitopu kvuli dal§imu zkraceni
z D*! na E*". Tato kolokalizace se nevyskytuje ve viech klubickach, ale jen v nékterych.
Klubicka MN423-pozitivni ¢asto nevykazuji Tau-66 kolokalizaci, kterd je dokazana
pomoci téchto protilatek [40].

1.7 Protilatky

Tau protein je Casto oznacovan jako protein nesouci malou nebo Zadnou sekundarni
strukturu [41, 15]. Existuji anti-tau monoklonalni protilatky, které jsou selektivni k tau
proteinu nachazejicimu se ve specifické konformaci. Tento fakt dokazuje, ze tau si muze
osvojit struktury fadoveé vyssi. Protilatky poskytuji dikazy, Ze tau protein s minimalné
uspofadanou strukturou v monomerni formeé je schopny podlehnout konformaéni zméné pii
polymerizaci do uspofadangjSich filament béhem vyvoje AN. Tyto nélezy podminuji dalsi
vySetfovani vztahu mezi konformaénimi zménami tau a vyvojem fibrilarni patologie v AN.
Jsou vyvijeny anti-tau protilatky, které rozpoznaji, v jakém stavu se tau protein nachazi
Vv zavisloti na jeho konformaci. Tak muizeme porozumét predpokladanym strukturdlnim

zménam tau proteinu béhem vyvoje AN [35].
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1.71  AlIz50

Rozsah konformacnich zmén byl uréen az po objeveni nesouvislého epitopu
monoklonalni protilatky Alz50. Analyza epitopti Alz50 odhalila dvé nesouvislé sekvence
v molekule tau detekované touto protilatkou, jednu obsahujici sekvenci R>-A™ v N-konci a

“r " o o 312 ~322
dalsi ve treti opakujici se domén¢ (sekvence P*~°-C

). Tato protilatka se vaze ucinné
k tau, kdyz se N- konec tau dostava do kontaktu s MTBR. Tau molekula musi podlehnout
posunu z esencialné neslozené nahodné konfigurace do kompaktnéjsiho Alz50 stavu, aby

mohla agregovat do filament [36, 42].
1.7.2 Tau-66

Protilatka Tau-66 ma zvlastni vlastnosti, selhava pii vazbé na tau na western blotu a
také k tau denaturovanému SDS. Tau-66 vykazuje pti ELISE zavislost na teploté a pufru.
Tau-66 epitop je nesouvisly s jednou doménou lokalizovanou v oblasti bohaté na prolin
(sekvence R™-Q**) a dalsi doménou vyskytujici se v MTBR3 (sekvence S%°-D34).
Protilatka Tau-66 odhalila u pacienti s AN spojeni tau proteinu s jadry, mikrogliemi a
neneuritickymi plaky. Tyto dikazy naznacuji, ze Tau-66 nalezi ke skupiné¢ monoklonalnich
protilatek, které reaguji s tau proteinem, jen pokud je konformaéné pozménény
(konformacné-zavisly typ). Tato konformace je zavisld na prolin-bohaté oblasti tau
molekuly kontaktujici oblast MTBR, ktera z¢asti prekryva tidajné misto, kam se vaze N-

konec v Alz-50 stavu. [35].

1.7.3 Tau-C3

421

Monoklonalni protilatka Tau-C3 rozpozna tau zkraceny jen na D™". Tato protilatka

obarvuje NFT, neuropilova vlakna a dystrofické neurity v mozku pacienti s AN, coz jsou 3
nejbeézné&jsi patologické manifestace tau agregace in situ. Podle vyzkumi je karboxylové
Stépeni na p*! jedinym kaspazovym §tépenim v AN. Stépeni na p* (pravdépodobné
kaspazou-3) se vyskytuje uvnitt vétsiny kompartmentd napadenych neuront v AN. Tau-C3
reaktivni NFT jsou jen casti celkového poctu klubi¢ek a objevuji se az po Alz50

konformaci, ktera zvéstuje tvorbu prvnich polymera tau proteinu [36].
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1.7.4  MN423

Nektefi védci zvazuji, ze C-terminalni zkraceni tau proteinu je primarni divod vedouci
k shlukovani tau proteinu do fibril jako jsou PHF a ptima filamenta. Tau protein zkraceny
na B3 je hlavni slozkou nejmensich PHF jader, ktera se ziskala proteolytickym oSetfenim
neporuSenych PHF pronazou. Monoklonalni protildtka MN423 specificky rozpozna tau
protein zkraceny na E*'. Tato protilatka dokézala, 7e zkraceni na tomto misté je spojené

s ranym i s pokrocilym stadiem neurofibrilarni patologie v AN [34].
1.75 Protilatky proti aminokonci molekuly tau

O zkraceni na N-konci tau molekuly je znamo méné nez o C-zkraceni. Fosforylace na
tyrosinu 18 je spojena s aktivaci Fyn, zastupce src rodiny tyrosin protein kinaz. Mezi
aminokyselinami E° a S*? epitopti Tau-12 a Tau-5 protilatek se objevuje nejméné jedno
proteolytické Stépeni. Ztrata N-koncové imunoreaktivity (Tau-12) signalizuje vyvoj
K téz$im stadiim AN [33].

Protilatka 5A6 je nezavisla na fosforylaci a je prvni ze tii N-terminalnich protilatek
znacicich rozptylena klubic¢ka. Epitop Tau-12 se objevuje, kdyz 1éze piejimaji fibrilarni
morfologii. Po odhaleni epitopu Tau-12 se ztraci z klubicek extrémni N-terminalni epitop.
Toto je proces, ktery koreluje doCasné s objevenim C-termindlniho zkraceni kaspazou na

D* [33].
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Experimentalni ¢ast
2 Uvod do metod

Tato kapitola slouzi pro seznameni se s metodami, které byly pouzity na piipravu,

purifikaci a vyuziti tau proteinu.
2.1 Rekombinantni exprese proteinu tau

Rekombinantni protein tau byl exprimovan v bakteridlnich expresnich systémech
s pouzitim expresniho vektoru pT7c_hTau40. Tento vektor vyuzivd T7 promotor
zajistujici transkripci ¢asti nukleotidové sekvence pomoci bakteriofagové T7 RNA
polymerazy, kterd ma vyssi aktivitu nez bakteridlni RNA polymeraza. Za sekvenci T7
promotoru je tzv. polylinker, do n&jz je mozno vlozit sekvenci DNA kodujici Zadany
protein. Proteinové sekvenci je pfedfazena sekvence histidinové kotvy. Plazmid obsahuje i
selekéni marker, kterym je sekvence zajiStujici bakteridlnimu kmeni rezistenci
k antibiotiku [43].

Pouzité bakteridlni expresni systémy mély gen pro T7 RNA polymerazu integrovany v
bakterialni DNA za lac operatorem. Lac operator je inhibovan lac represorem, coZ je
protein produkovany lacl genem. K indukci exprese proteinu se pouzival analog laktozy
isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG). IPTG se vaze na lac represor a zabratuje jeho
vazb¢ na operatorovou oblast, ¢imz je zajiStén piepis zddané sekvence v okamzik ptidani
induktoru do bakterialni kultury. Vyhodou IPTG je jeho snadny transport do bun¢k a
skute¢nost, ze neni buitkami metabolizovany [44].

Plazmidova DNA byla vnesena do bakterialnich bun¢k metodou transformace tepelnym
Sokem, ktera je zaloZena na zvySeni permeability membrany bakterii. Bakterie, které
plazmid se selekénim markerem nepfiijaly, nemaji pfislusnou rezistenci vi¢i antibiotiku a
odumiraji. Pouzité recipientni buiiky byly uvedeny do stavu kompetence uc¢inkem chloridu
vapenatého a byly uskladnény nékolik mésict pfi teploté -70°C [45].

Dale je zapotiebi vybrat klon, ktery dobfe roste a produkuje co nejvice proteinu. PO
nalezeni dobrého producenta, je vhodné produkci optimalizovat. Podminky, které ovliviiuji
produkci proteinu, jsou napi. koncentrace induktoru IPTG, teplota a délka inkubace

bakterii produkujicich protein po pfidani induktoru. Zménou téchto faktord najdeme
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optimalni podminky pro produkci proteinu a provedeme velkoobjemovou produkci
proteinu.

Rekombinantni protein mize byt exprimovany do nerozpustnych agregatd, do
cytoplazmy nebo do kultivatniho média. Pfed zahajenim purifikace je proto nutné zjistit
lokalizaci exprimovaného proteinu. Tu je mozné zjistit elektroforetickou analyzou frakci

po diferen¢ni centrifugaci bunééného lyzatu.
2.2 Purifikace proteinu

Pro purifikaci proteinu tau byly pouzity tii metody: afinitni, gelova a ionexova
chromatografie. Také zahusténim proteinu koncentratory dochazi k c¢aste¢nému piecisténi

proteinu.
2.2.1  Chromatografické metody

Afinitni chromatografie typu IMAC (immobilized metal ion chromatography) je
zalozena na afinité proteinu s histidinovou kotvou k imobilizovanému kovu na nosiéi
(chromatografické kolon¢) a jeho nasledném uvolnéni kompetici s imidazolem. Imidazol je
heterocyklicka slou¢enina se strukturou podobnou histidinu. NapIn¢ kolon na afinitni
chromatografii obsahuji imobilizované ionty niklu, na které se vaze histidinova kotva
proteinu. Eluce se uskutec¢iiuje elu¢nim pufrem o vysoké koncentraci imidazolu [46].

Ionexova chromatografie vyuziva k separaci latek vazby na zakladé iontovych interakci
a zavislosti naboje biomakromolekul na pH ¢i iontové sile prostfedi. Lze pouzit kolony
vV podobé anexu, které vazi zaporn€ nabité molekuly nebo katexy, které déli molekuly
Kladné nabité [47].

Gelova chromatografie déli proteiny na zaklad¢ jejich velikosti (molekulové hmotnosti).
Existuji rzné typy materidl pro déleni latek napt. dextranové gely, agardzoveé gely,

silikagel atd.
2.2.2  Zahu$tovani roztoku proteinii pomoci centrifugacnich koncentratori

Zahust'ovani roztoku proteinil je metoda, pfi nizZ je vzorek odstiedivou silou tlacen pies
membranu s pory. Voda a malé molekuly tak prochazi na opacnou stranu membrany,

zatimco protein zustava na strané pavodni. Roztoky proteinti mohou byt zahuStovany napf.
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koncentratory Amicon Ultra 4 (4 ml) nebo 15 (15 ml) lisicich se objemem s riznou

velikosti port, a tim i propustnosti pro proteiny od 5 kDa do 300 kDa.
2.3 Stanoveni koncentrace proteini podle Bradfordové

Stanoveni koncentrace proteini podle Bradfordové je velmi rychla a pomérné citliva
metoda kvantifikace proteind. Princip metody je zaloZzen na vazbé barviva Coomassie
Brillinat Blue G-250 na bazické a aromatické aminokyseliny proteinu. Po navazani barviva
na protein dochazi k posunu absorpéniho maxima barviva z 470 na 595 nm. Nevyhodou
metody je zavislost na aminokyselinovém slozeni stanovovaného proteinu a rusivy vliv

detergent pouzivajicich se pfi izolaci a purifikaci proteind [48].
2.4 Stanoveni koncentrace proteini podle Lowryho

Lowryho metoda je citliva na nizké koncentrace proteinu. Jeji nevyhoda je izky interval
pH reakéni smési, ve kterém je pouzitelnd. Pouziti malych objemt vzorku (relativné viici
objemu reak¢ni smési) umoznuje tuto nevyhodu odstranit. Neékteré interferujici latky je
nutno pred méfenim odstranit (napf. vysrazenim proteinti a naslednou centrifugaci) [49].

Prvni slozkou je biuretové ¢inidlo, druhou slozkou ¢inidlo Folin-Ciocalteau. Biuretova
metoda je zaloZena na chelataci méd’natého iontu imidovymi strukturami polypeptidového
fetézce v alkalickém pH. Vznika Cerveny (/fialovy) komplex. Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo
obsahuje kyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se redukuji tyrosinovymi
zbytky proteinti a barvi se modfe S absorpénim maximem pii 750 nm. Metoda je citliva na

zmény v pH, pH reak¢ni smési by mélo byt drzeno v mezich 10 - 10.5 [49].

2.5 Elektromigracni metody
25.1 SDS-PAGE elektroforéza

Elektroforéza v ptitomnosti SDS je jednoduchd, rychld a reprodukovatelnd metoda pro
charakterizaci a srovnani bilkovin. Tato metoda separuje bilkoviny na zaklad¢é rozdilné
relativni molekulové hmotnosti. SDS (detergent s negativnim nabojem) se zde masivné
vaze na bilkovinny fetézec, narusi jeho sekundarni strukturu a prakticky eliminuje rozdily

Vv izoelektrickych bodech. Pohyblivost komplexu SDS-bilkovina je pii elektroforéze
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nepiimo umeérna jeho molekulové hmotnosti. Na zakladé srovnani mobilit neznamé

bilkoviny a standardii je pak mozné uréit jeji relativni molekulovou hmotnost. [50]

2.5.2  Western Blotting

Western blotting patii mezi metody detekce proteini po elektroforéze
V polyakrylamidovém gelu. Princip spociva v elektropienosu proteini z gelu na
membranu, ktera je chemicky i mechanicky odolné&jsi nez gel. Protein je pak detekovan
pomoci primarni a sekundérni protilatky. Na sekundarni protilatku je kovalentné navazan
enzym (napft. peroxidaza), ktery katalyzuje pfemenu substratu na produkt, ktery je barevny

(stanoveni spektrofotometricky) nebo fluoreskujici (stanoveni fluorometricky) [51].

2.6 Imunizace

Purifikované proteiny se upravuji na emulzi pomoci riznych adjuvancii napt. Adjuvant
Freund Complete, ktery obsahuje mykobakterie. Mykobakterie ptitahuji makrofagy a dalsi
buiiky k mistu injekce a zvySuji tim imunitni odpovéd’. Z tohoto diivodu se pouziva pro
pocatecni injekci proteinu. Adjuvant je pfidan k antigenu v poméru 1:1, aby vznikla
emulze. Antigen se z emulze uvoliiuje postupné, a tim stimuluje vysokou a dlouhodobou
tvorbu protilatek. Dalsi injekce proteinu je vSak realizovana v podob& emulze vytvorené
z nekompletniho adjuvantu a proteinu v poméru 1:1. Nekompletni adjuvant se lisi od
kompletniho tim, Ze neobsahuje mykobakterie a diky tomu mé& méné vedlejSich ucinkd.
Protein se z emulze uvoliuje také pomalu, a proto stimuluje vys$Si tvorbu protilatek

dlouhodobé.

2.7 ELISA

ELISA - enzyme-linked immuno sorbent assay, je analyticka metoda vyuZzivana ke
stanoveni rdznych antigeni nebo protilatek. Metoda je zaloZena na vysoce specifické
interakci antigenu a primarni protilatky. Na primarni protilatku se vaze sekundarni
protilatka, na kterou je kovalentné navazan enzym (nejcastéji peroxidaza nebo alkalicka
fosfataza). Tento enzym, ktery je pfidan do reak¢éni smési, katalyzuje chemickou preménu
substratu na produkt, ktery je barevny nebo fluoreskujici. Produkt se pak stanovuje

spektrofotometricky nebo fluorometricky. Koncentrace produktu je umérna koncentraci
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antigenu nebo protilatky ve vzorku. Dal§im spoleénym znakem metod ELISA je zakotveni
(adsorpce nebo kovalentni navazani) antigenu nebo protilatky na nerozpustny nosic

(mikrotitracni desti¢ku), coz usnadnuje separaci imunochemicky navazanych molekul.
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3 Cile prace

Shrnuti  literdrnich  poznatki o  struktufe, uloze a funkci tau proteinu
V neurodegenerativnich onemocnénich.

Piiprava rekombinantniho lidského tau proteinu v bakteriich E. coli.

Optimalizace velkoobjemové produkce rekombinantniho lidského tau proteinu a jeho
purifikace.

Stanoveni hladiny protilatek proti rekombinantnimu lidskému proteinu v lidském
krevnim séru.

Porovnani vysledkti ziskanych na rekombinantnim lidském tau proteinu s vysledky
dosazenymi na komer¢nim bovinnim tau proteinu.

Ptiprava vlastni polyklondlni protildtky proti pfipravenému tau proteinu imunizaci
kralikd.

Dalsi perspektivy:

Optimalizovat purifikaci tau proteinu pouzitim HPLC na reverzni fazi a vyuziti tepelné
stability proteinu tau.

Purifikace krali¢i polyklondlni protilatky proti rekombinantnimu lidskému tau proteinu.

Vyvoj ELISA metody na stanoveni mnozstvi tau proteinu v mozkomisnim moku.

Ptiprava zkracenych forem tau proteinu.

Vyvoj ELISA metody na stanoveni protilatek proti zkracenym formam tau proteinu

V lidském séru.
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4 Material
4.1 Pristroje

Analytické vahy AL54 (Beckman Coulter, USA)

Analytické vahy (Sartorius research, Némecko)

Automatické pipety Finnpipette (Thermo Scientific, USA)
Centrifuga Universal 32 R (Hettich, Némecko)

Centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Avanti J-26 XP (Beckman Coulter, USA)

Centrifuga Z383K (Hermle, Némecko)

Detektor UV-1 (Pharmacia AB, Svédsko)

HPLC systém- pumpa P580, Autosampler Ultimate 3000, Detektor PDA-100
USA)

Kolona Mono-S 5/50 GL (Pharmacia AB, Svédsko)

Kolona Superose 12 HR 10/30 (Pharmacia AB, Svédsko)

Michacka Jenway 1000 (P-Lab, CR)

Magneticka michatka MM 2A (Laboratorni p¥istroje Praha, CR)
Napajeci zdroj Power Pack 1000 (Bio-Rad, Némecko)
Nitrocelul6zova membrana Trans-Blot 0,45 um (Bio-Rad, Némecko)
pH- metr CyberScan pH 6000 (Eutech, Nizozemsko)

pH-metr ®200 (Beckman Coulter, USA)

Predvazky Kern EW 120-4NM (Kern, Némecko)

Spektrofotometr UV-2101 PC (Shimadzu, Japonsko)
Spektrofotometr DU-70 (Beckman Coulter, USA)

Souprava pro vertikalni elektroforézu Protean (Bio-Rad, Némecko)
Souprava pro mokrou metodu Western Blotting (Bio-Rad, Némecko)
Sucha lazen (Major Sciencis, USA)

Superloop (GE Healthcare, Svédsko)

Ttepacka na Erlenmayerovy baiiky (Gallenkamp Ltd., UK)

Trepacka na zkumavky BigCer Bill (Thermolyne, USA)

Ttepacka Titramax 100 (Heidolph, Némecko)

(Dionex,
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Ultrazvukova sonda Vibracell Bioblock 72442 (Fisher scientific, France)

Ultrazvukova sonda ultrasonic Homogenizer 4710 (Cole-Parmer Isntrum. Co., USA)
4.2 Chemikalie

Agar (Oxoid, USA)

Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Ampicilin (Biotika, Slovensko)

Azid sodny (Lachema, CR)

Trypton (Oxoid, USA)

Kvasniény extrakt (Oxoid, USA)

Bromfenolova modi (Lachema, CR)

BSA (Reanal, Mad’arsko)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Némecko)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Thermo, Anglie)
Diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, USA)

DTT (Reanal, Mad’arsko)

DMSO (Sigma-Aldrich, USA)

Glycin (Bio-Rad, Némecko)

Glycerol (Sigma-Aldrich, USA)

IPTG (Serva,Némecko)

B-merkaptoethanol (Merck, Némecko)
N,N’"-methylen-bis-akrylamid (Serva, Némecko)
Ni-NTA Agarosa (GE Healthcare, Svédsko)
Peroxodisiran amonny (Serva, Némecko)
Sephadex G-25 (Pharmacia AB, Svédsko)

SDS (Sigma-Aldrich, USA)

Standardy pro SDS-PAGE (Bio-Rad, Némecko)
Susené odtu¢néné mléko (Lactino, CR)

TEMED (Serva, Némecko)
Tetramethylbenzidin (Sigma-Aldrich, USA)
Thiomersal (Sigma-Aldrich, USA)

Tris (Sigma-Aldrich, USA)
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Tween-20 (Sigma-Aldrich, USA)

Ostatni chemikalie (Lachema nebo Penta, CR)

Vsechny pouzité chemikalie byly o minimalni ¢istoté p.a.

Vzorky lidského krevniho séra byly ziskany od doc. MUDr. Alese Bartose Ph.D. z

Psychiatrického centra Praha.
4.3 Enzymy

Lysozym- z bilka slepicich vajec (Serva, Némecko)
4.4 Inhibitory proteaz

PMSF (Janssen, Belgie)
4.5 Protilatky

Anti-tau 46.1 (dar od Dr. Francisca Garcia- Sierry, Mexiko)

Anti- tau 5 (dar od Dr. Francisca Garcia- Sierry, Mexiko)

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins (Ig)/HRP (Dako Cytomation, Dansko)
Goat Anti-Human IgG (y chain specific)/HRP (SouthernBiotech, USA)

Swine Anti-Rabbit Ig/HRP (Dako Cytomation, Dansko)

4.6 Vektory
pT7c_hTau40 (dar od profesora Lester I. Bindera, Chicago, USA)
4.7 Bakterialni kmeny

Escherichia coli BL21(DE3): E. coli B F decm ompT hsdS(rB- mB") gal A(DE3)
(Stratagene 200131, USA)

Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL: E. coli B F ompT hsdS(rB- mB") dcm” Tetr
gal A(DE3) endA Hte [argU ileYleuW Camr] (Stratagene 230245, USA)
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4.8 Software

GraphPad Prism 3 (GraphPad Software, USA)
STATISTICA 9 (StatSoft, USA)

4.9 Roztoky a pufry

> TE pufr:
10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA pH=8
> Roztok pro stanoveni koncentrace proteini dle L owryho:
e Reagent A:

0,025% (W/v) CuSOs, 0,05% CaH4O6Ks, 2,5% (W/v) Na,COs, 0,2 M NaOH

> Pufry pro afinitni chromatografii:

e Lyzaéni pufr:
47,2 mM NayHPO,, 2,8 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 0,025% (w/v) lysozym,
1mM PMSF pH=8
e Promyvaci pufr:
47,2 mM NayHPO,, 2,8 mM NaH,POy4, 1 M NaCl, 20 mM imidazol, pH=8
¢ Elucni pufr:
47,2 mM NayHPO4, 2,8 mM NaH,POy4, 250 mM imidazol, pH=8
> Pufr pro gelovou chromatografii:
20 mM Tris-HCI, 10% (v/v) methanol, pH=7,5
> Pufry pro ionexovou chromatografii:
e A:3,8 mM Na,HPQO,, 6,2 MM NaH,PO,, 10% (v/v) methanol, pH=6,7
e B: 3,8 mM NaHPO,, 6,2 mM NaH,PO,, 0,5M NaCl, 10% (v/v) methanol,
pH=6,7
e C: 3,8 mM NayHPQ,, 6,2 mM NaH,PO,4, 1M NaCl, 10% (v/v) methanol,
pH=6,7
> Roztoky pro SDS elektroforézu:

e Barvici roztok pro SDS elektroforézu:
0,1% (w/v) CBB R-250, 45% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova

e Elektrodovy pufr (Laemmli):
0,25 M Tris-HCl, 1,92 M glycin, 1% (w/v) SDS, pH=8,3

40



>

e Fixacni a odbarvovaci roztok pro SDS elektroforézu:
35% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octova
e Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici 5x:
60 mM Tris-HCI pH= 6,8, 25% (v/v) glycerol, 2% (w/v) SDS, 0,1% (w/v)
bromfenolova modt, 14,4 mM B-merkaptoethanol
e Smés akrylamidu:
29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) N,N’-methylen-bis-akrylamid
Roztoky pro Western-Blotting:

¢ Pufr pro elektroprenos:
25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% (v/v) methanol
¢ Blokovaci roztok:
7,2 mM NayHPOy, 2,8 mM NaH,PO,4, 100 mM NaCl, 0,1% (w/v) Tween-20, 10%
(w/v) susené odtucnéné mléko
e PBST pufr:
7,2 mM NaHPO,, 2,8 mM NaH,PO,; 100 mM NaCl, 0,1% (w/v) Tween-20,
pH=7,2-7,4
¢ Roztok substratu:
50 mM CH3COONa pH 5,5, 0,5 mg/ml diaminobenzidin, 0,01% H,0,
ELISA pufry:
¢ Uhli¢itanovy pufr na pokryti desticky:
30,7 mM Na,COs, 69,9 mM NaHCO; pH=9,5, 5 ng/ml tau
e PBS:
0,14 M NaCl, 1,5 mM KH,POy,, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,
¢ Blokujici roztok a redici pufr:
1% (w/v) BSA v PBS
e Promyvaci roztok:
100 mM NacCl, 0,05% (w/v) Tween 20, 0,013 mM Thiomersal
e Roztok substratu:
0,1 M CH3COONa pH=5,5, 0,1mg/ml tetramethylbenzidin, 0,003% (v/v) H,0,
e Roztok pro zastaveni reakce:

1 M H,SO,4
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4.10 Média

Luria Bertani médium:
1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1% (w/v) NaCl, pH=7,4

LB agar:
1,25% (w/v) agar v LB médiu
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5 Metody

Postupy uvedené v metodické c¢asti jsou zalozeny na dlouholetych zkuSenostech
pracovniki Laboratofe architektury proteinti a pracovniki PCP, doporucenich vyrobct

nékterych chemikalii a pfistroji a dostupné literatury.

5.1 Rekombinantni exprese tau proteinu

5.1.1 Transformace kompetentnich bunék a selekce produkénich kloni

Transformace kompetentnich bunék E. coli BL21 (DE3) a BL21 (DE3) (RIL) byla
provedena metodou tepelného Soku rekombinantnim plazmidem pT7c_hTau4O0.

K 50 pl kompetentnich bunck BL21, které se nechaly rozmrazit v ledové lazni, bylo
pfidano 0,5 pl plazmidové DNA pT7c_hTaud0 v TE pufru (0,1 pg) a smés byla
inkubovana 1 hod na ledu. Dale byl proveden tepelny Sok pii 42°C po dobu 45 sekund a
pak byly burnky ihned vraceny na 2 min na led. A soucasné K nim bylo pfidano 0,5 ml
sterilntho LB média o teploté 37°C a tato smés byla za tfepani inkubovéna 1 hod pti 37°C.
Mnozstvi 100 a 200 pl bunééné suspenze bylo sterilni vychlazenou sklenénou ty¢inkou
rozprostieno v Petriho miskach po povrchu LB agaru obsahujici ampicilin o konecné
koncentraci 100 pg/ml. Petriho misky s inokulovanym LB agarem byly inkubovany pfi
37°C ptes noc. Inkubace by neméla piesdhnout 20 hodin, aby nedoSlo k pfertstani
bakterialnich kolonii do sebe.

Nasledovala selekce nejvhodngjsi bakterialni kolonie pro expresi tau proteinu. Po
transformaci kompetentnich bun€k bylo 10 rtznych bakteridlnich kolonii asepticky
vypichnuto a pifeneseno sterilnim paratkem do zkumavky obsahujici 2 ml LB média
s ampicilinem o kone¢né koncentraci 100 pg/ml. Bakterie byly kultivovany pii 37°C s
ttepanim 220 otacek/min pifes noc. Druhy den byl 1 ml bakterii steriln€ odpipetovan do
novych 10 zkumavek s 2 ml LB média s ampicilinem o kone¢né koncentraci 100 pg/ml a
smés se inkubovala pti 37°C a 220 otackach/min 1 hod. Nasledné byla provedena indukce
proteinové exprese induktorem o findlni koncentraci 1 mM IPTG. Bakteridlni smés byla
s induktorem kultivovana 4 hod, poté byly bakterie centrifugovany pfi 5 000 otackach/min
po dobu 5 min pfi laboratorni teploté. Potom byl sediment rozpustén v 16 pl vody a ve 4 ul

5% redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Suspenze byla povafena 1 min ve
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vodni lazni a znovu odstiedéna pii 12 000 otackach/min v rotoru F-45-24-11 2 min pii
laboratorni teploté. Dal§im krokem byla SDS elektroforéza v 10% polyakrylamidovém
gelu, pricemz do jedné jamky bylo aplikovano 20 pl z pfipraveného supernatantu.
Pfitomnost exprimovaného proteinu byla potvrzena srovnanim elektroforeticky
rozdélenych proteinii mezi indukovanymi a neindukovanymi kulturami jednotlivych

kolonii bakterii.
5.1.2  Optimalizace produkce rekombinantniho proteinu

Parametry vybranymi pro optimalizaci byly ¢as proteinové produkce, koncentrace
induktoru IPTG a typ kompetentnich bunék.

Pro optimalizaci proteinové produkce na zakladé vlivu koncentrace IPTG, bylo 5
zkumavek se 2 ml LB média s antibiotikem inokulovano 300 pl bakteridlni staciondrni
kultury jednoho produkéniho klonu. Nasledovala kultivace pii 220 otackach/min a 37°C 1
hod, kdy se uskutec¢nila indukce proteinové exprese 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM,
a 1,0 mM IPTG. Dalsim krokem byla 3 hod kultivace pii 220 otackach/min a 37°C. Poté
byly z kazdé bakterialni kultury piipraveny vzorky pro elektroforézu stejnym postupem
jako v pifedchozi kapitole a nakonec analyzovany SDS elektroforézou v 10%
polyakrylamidovém gelu.

Cas proteinové produkce a typ kompetentnich bungk byly testovany soub&zn&. Pro
srovnani byly transformovéany nové kompetentni buiiky BL21 (RIL) a BL21 (DE3), dale
byly pouzity transformované bunky vybraného produkéniho klonu BL21 (DE3)
uchovavané vice jak mésic ve 4°C (v lednici) a bunky do ¢trnacti dnti po transformaci
zamrazené na -80°C. Z Petriho misek byly asepticky pieneseny kolonie buné¢k BL21 (RIL)
a BL2I(DE3) o priméru 2 mm sterilnim paratkem do 25 ml LB média s ptislusnym
antibiotikem. Ekvivalentni mnozstvi bunék uchovavanych v lednici a zamrazenych bylo
napipetovano také do 25 ml LB média s antibiotikem. Mnozstvi bun¢k bylo 5 pul, aby byla
hustota bun¢k podobna. Bakterialni kultury byly kultivovany pii 220 otackach/min a
teploté¢ 37°C ptes noc. Druhy den bylo 100 ml LB média s pfisluSnym antibiotikem
inokulovano 9 ml bakteridlni kultury nové transformovanych BL21(DE3) bunék, BL21
(RIL) a 15 ml bunék v pfedchozi kapitole vybraného produkéniho klonu uchovavanych
V lednici a 9 ml zamrazenych. Bakterialni kultury byly kultivovany pii 220 otackach/min a
teploté¢ 37°C do Agoo=1,3, kdy se uskutecnila indukce proteinové exprese 0,5 mM IPTG.
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Dale nasledovala kultivace pfi 220 otackach/min v 37°C, pficemz byly z bakterialni
kultury odebirany vzorky o objemu 1 ml bakterialni kultury v ¢ase 1, 2, 3, 4, 5, 6 a 7 hodin
po indukci. Thned po odbéru byl vzorek kultury odstiedén pii 5 000 ota¢kach/min po dobu
5 min pfi laboratorni teploté a sediment poté uskladnén v -20°C. Nakonec byly vSechny

vzorky analyzovany SDS elektroforézou v 10% polyakrylamidovém gelu.
5.1.3 Velkoobjemova produkce proteinu

Bakterialni klon, ktery exprimoval tau protein nejlépe, byl napéstovan v 25 ml LB
média s ampicilinem, dale rozdélen do alikvott a stocen pii 4 000 otackach/min po dobu 4
minut v malych zkumavkach. Supernatant byl odebran a pelet resuspendovan v 200 pul 15%
glycerolu a zamrazen v -80°C. Velkoobjemova produkce byla provadéna v 0,5 litru
kultivaéniho média - LB médium s ampicilinem o kone¢né koncentraci 100 pug/ml. Pro
zajisténi dostateéného provzdusnéni byl objem pouzité Erlenmayerovy baiky dvakrat vétsi
nez objem média. Pfed kazdou velkoobjemovou kultivaci jsem nechala 30 pul vybraného
klonu bakterii narst v25 ml LB média sampicilinem piesnoc v 18°C. Takto
pfipravenymi 12 ml bakterii jsem inokulovala 0,5 1 kultivacniho média. Poté nasledovala
kultivace za tiepani pii 220 otackach/min a teplot¢ 37°C. Proteinova exprese byla
indukovana pfi Agp=1,3 pomoci IPTG o optimalni koncentraci a nasledovala kultivace pfi
teploté 37°C za tfepani 220 otacek/min po optimalni dobu. Nakonec byla bunééna kultura

odstiedéna 15 min pii 5 000 otackach/min v rotoru Avanti JA 25.50 a 10°C.
5.1.4  Zjisténi lokalizace tau proteinu

Vychozim materialem byla bunécna kultura po velkoobjemové produkci proteinu, ze
které bylo odebrano 0,5 ml. Odebrana bunééna kultura byla odstfedéna 15 min pii 5 000
otaCkach/min a 10°C. K 16 pl supernatantu byly pfidany 4 pl 5x koncentrovaného
redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Sediment byl resuspendovan v 0,5 ml
lyza¢niho pufru a posonikovan sonika¢ni sondou pétkrat po 20 sekundach s 30
sekundovymi pauzami na ledu a nakonec zamraZen v -20°C a rozmraZen. Bunécny lyzat
byl odstfedén 15 min pii 12 000 otackach/min a 10°C. K 16 ul supernatantu byly pridany 4
ul 5% koncentrovaného redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Sediment byl
resuspendovan ve 100 pl lyza¢niho pufru. Z tohoto roztoku bylo odebrano 16 ul a pfidany

4 pl 5% redukujicitho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Takto pfipravené vzorky byly
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povafeny 5 minut na vodni lazni, pak odstfedény pii 12 000 otackach/min a laboratorni
teploté¢ a nakonec aplikovany na jamky gelu o objemu 20 pl a nasledn¢ analyzovany SDS

elektroforézou v 10% polyakrylamidovém gelu.

5.2 Purifikace tau proteinu

5.2.1  Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie se realizovala na kolon¢ 0 objemu 25 ml naplnéné Ni NTA
agarozou. Ni NTA agaroza byla piipravena podle navodu od vyrobce. 5 ml NTA agarozy
bylo sto¢eno pii 1 000 otackach/min po dobu 5 min a poté byl oddélen puftr, ve kterém byla
skladovana. Dale bylo k NTA agardze ptidano 10 ml 2% NiSO4 a roztok byl inkubovan 2
hod pfi pokojové teploté. Nakonec byl roztok NTA agardézy napipetovan do kolony a
promyt vodou v mnozstvi 10 objemu kolony.

Vychozim materialem bylo 1,5 1 buné¢né kultury po velkoobjemové produkei proteinu,
ktera byla odstfedéna 15 min pii 5 000 otackach/min a 10°C. Sediment z bakterii byl
zamrazen v -20°C a nasledné¢ resuspendovan v 20 ml fosfatového lyzaéniho pufru a
posonikovan desetkrat po 20 sekundach s 30 sekundovymi piestavkami na ledu tak, aby
nedochazelo k zahiati smési. Bunéény lyzat byl odstfedén 25 minut pii 12 000
otackach/min pii 10°C. Sediment byl znovu resuspendovan v 20 ml lyza¢niho pufru a
posonikovan stejnym postupem. Cely postup sonikace byl zopakovan celkem tiikrat se
stejnou bunécnou kulturou.

Ziskané lyzaty (celkem 45 ml) byly slouc¢eny a doplnény na 100 ml lyza¢nim pufrem.
Natedény lyzat o objemu 100 ml byl nanesen na afinitni kolonu pies noc peristaltickou
pumpou pfi pritoku 0,1 ml/min. Obsah kolony byl poté promyt 50 ml lyza¢niho pufru pti
pratoku 1 ml/min, dale 50 ml promyvaciho pufru pfi stejném pritoku a nakonec byla
uskutecnéna eluce pomoci 6-10 ml elu¢niho pufru o vysoké koncentraci imidazolu pii
pritoku 0,5 ml/min. Pribéh promyvani a eluce afinitni chromatografie byly kontrolovany

pratokovym UV-detektorem pii 280 nm a protein byl jiman manualné.
5.2.2  Gelova chromatografie

Eluce z afinitni chromatografie obsahujici tau protein byla zahusténa v koncentratoru

Amicon Ultra 15, s propustnosti pro proteiny mensi nez 30 kDa, na objem 0,75 ml. Pii
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zahustovani nebyl ménén pufr. Toto mnozstvi bylo naneseno 1 ml smyckou na kolonu
Superose 12 HR 10/30 ekvilibrovanou pufrem pro gelovou chromatografii. Proteiny byly
eluovany izokraticky pii pratokové rychlosti 0,25 ml/min. Eluce proteini byla
monitorovana pratokovym fotometrickym detektorem pii 280 nm a proteinové frakce byly
na zakladé Ajgp jimany manualné. Eluce tau proteinu probihala od 68. minuty do 84.
minuty. Proteinové frakce byly analyzované SDS-PAGE elektroforézou a technikou
Western blotting.

5.2.3 lonexova chromatografie

Sloucené eluce z gelové chromatografie obsahujici tau protein 0 objemu 5 ml a pH 7,5
byly nafedény na 10 ml 10 mM fosfatovym pufrem o pH 4,9, aby bylo upraveno pH
roztoku proteinti na 6,7, které je vhodné k vazbé na katex. Takto piipraveny roztok
proteind byl nanesen na kolonu Mono-S 5/50 GL o rozmérech 5,0 x 50,0 mm pomoci
kapilarni smy¢ky pro nanaseni vzorku 0 objemu 10 ml. Proteiny byly eluovany linearnim
gradientem do 0,5 M NaCl pfti prutokové rychlosti 0,4 ml/min. Eluce proteini byla
monitorovana pratokovym fotometrickym detektorem pti 280 nm a proteinové frakce byly
jimany manudln¢ a nasledn¢ byly analyzovany SDS-PAGE elektroforézou a technikou
Western blotting.

Cisténi, skladovani kolon a HPLC se konalo dle navodu od vyrobce.
5.24  ZahusStovani roztoku proteinii pomoci centrifuga¢nich koncentratori

Roztoky proteinti byly zahuStovany na objem 100-1000 pl pomoci centrifugacnich
koncetratori Amicon Ultra s maximalnim objemem 15 ml a s limitem 30 kDa. Roztok
proteint byl zahustovan v centrifuze Universal 32 R s vykyvnym Sestimistnym rotorem pfi
3500 otackach/min, teplot¢ 10°C po dobu 10 az 25 minut. Po zahu$téni byl retenat
promichén opakovanym pipetovanim a pienesen do Cisté mikrozkumavky. Centrifugaéni
koncentratory byly uskladnény pro opakované pouziti v roztoku 1 mM azidu sodného pfi
4°C.
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5.3 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace byla stanovovana spektrofotometricky metodou Bradfordové Vv plastovych
kyvetach. K 10 pl roztoku proteinu bylo ptiddno 90 pl vody a nésledn¢ 2 ml roztoku
Coomassie Brilliant Blue G-250. Sm¢s byla nasledné promichana a inkubovana 10 min pfi
laboratorni teploté. VSechna stanoveni byla provadéna triplicitné, aby byly eliminovany
chyby z pipetovani malych objeml. Mnozstvi proteinu bylo stanoveno méfenim
absorbance pfi 595 nm a od¢itanim z kalibracni kiivky, kterd byla ziskdna pomoci fedéné
fady standardu BSA v rozsahu koncentraci 0,125 az 2 mg/ml. Koncentrace byla vypoc¢tena
metodou interpolace koncentrace vzorku z kalibra¢ni kiivky ve fitovacim programu
GraphPad Prism 3.

Kone¢na koncentrace proteinu po dokonéeni purifikace byla ur¢ena metodou podle
Lowryho [49]. Koncentrace byla stanovovana spektrofotometricky v plastovych kyvetach.
Pro odstranéni interferujicich latek bylo odebrano 200-400 pl vzorku proteinové smési a
kni bylo pfidano 50-100 pl 50% TCA. Precipitace trvala jednu hodinu p#i pokojové
teploté. Pak byl precipitdit odstfedén pii 12 000 otdckach/min 15 minut pii 4°C.
Supernatant byl slit a sediment byl promyt 10% TCA, aby se vymyly posledni zbytky
potencialnich interferujicich latek. Vzorky byly znovu odstiedény stejnym zptsobem a byl
ponechén sediment.

Ke vzorkiim upravenym precipitaci bylo pfidano 100 pul 1 M NaOH a 100 pl destilované
vody a precipitat se nechal pti pokojové teploté rozpustit. Nasledné byly vzorky doplnény
destilovanou vodou na 500 pl. Z takto upravenych vzorkl bylo odebrano 50 pl, které byly
doplnény na 1 ml destilovanou vodou a poté byl pfidan 1 ml reagentu A. Smés se nechala
reagovat 15 minut pii pokojové teploté. Nakonec byl pfidan 0,5 ml Folin-Ciocalteauova
¢inidla fedéného 1:2 destilovanou vodou a roztok se nechal reagovat 30 minut. MnoZstvi
proteinu bylo méfeno pfi 750 nm a zjiSt€éno vypoctenim z kalibracni kiivky, kterd byla
sestrojena pomoci fedéné fady standardu BSA v rozsahu koncentraci od 0,025 mg/ml do
0,2 mg/ml. Koncentrace byla vypoctena metodou interpolace koncentrace vzorka

z kalibrac¢ni kiivky ve fitovacim programu GraphPad Prism 3.
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5.4 Elektromigra¢ni metody
541  SDS-PAGE elektroforéza

Vzorky na elektroforézu byly pfipraveny smisenim s 5% koncentrovanym redukujicim
vzorkovym pufrem. Poté byly vzorky 10 min povaieny pii 98°C v suchém bloku, dale byly
odstredény pii 12 000 otackach/min a laboratorni teploté 1 minutu a naneseny na gel. Jako
standard byl pouzit standard od firmy Bio-Rad (Precision Plus Protein Standard Dual
Color).

Separa¢ni gel byl piipraven podle Tabulky 1. Smés byla nastfiknuta mezi skla a
pfevrstvena vodou ¢i isopropanolem. Po zpolymerovani gelu byla voda vylita a stejnym
postupem byl nanesen koncentra¢ni gel o slozeni, které vyjadiuje Tabulka 2. lhned po
naneseni koncentra¢niho gelu byl do néj vlozen hieben. Po zpolymerovani koncentra¢niho
gelu byl hieben vyjmut, jamky byly promyty vodou a nasledné elektrodovym pufrem. Déle
byla sestavena elektroforeticka aparatura a do jamek gelu aplikovany vzorky uréené pro
analyzu a standardy molekulovych hmotnosti. Elektroforéza proteind na dvou gelech
probihala pti 50 V a 25 mA pro zaostfovaci gel a 200 V a 100 mA pro separacni gel.
Elektroforéza byla ukoncena, kdyz celo elektroforézy opustilo gel. Po ukonceni
elektroforézy byly gely ihned obarveny.

Gely byly barveny 10 minut v barvicim roztoku pro SDS elektroforézu a potom

odbarveny v odbarvovacim roztoku do odbarveni pozadi.

Tabulka 1: 10% separacni gel - sloZeni smési na dva gely o tloust'ce 0,75 mm

[ml]
Voda 4
30% smés akrylamid/bisakrylamid (29:1) | 3,3
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5
10% SDS 0,1
10% persiran amonny 0,1
TEMED 0,004
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Tabulka 2: 5% koncentracni gel - sloZeni smési na dva gely o tloust’ce 0,75 mm

[ml]
Voda 14
30% smés akrylamid/bisakrylamid (29:1) | 0,33
1 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,25
10% SDS 0,02
10% persiran amonny 0,02
TEMED 0,002

5.4.2  Western Blotting

Po elektroforetické separaci byl polyakrylamidovy gel ekvilibrovan 10 min
Vv transferovém pufru. Nitrocelulosova membrana spole¢né se ¢tyfmi kusy Whatman 3 MM
filtracniho papiru a dvéma houbami byla ekvilibrovana 15 min v transferovém pufru. Na
spodni Cernou ¢ast kazety byla polozena houba, na ni dva kusy Whatman papiru a na papir
byl polozen ekvilibrovany gel. Dale byla na gel rozprostiena ekvilibrovana nitrocelulosova
membrana o velikosti gelu, tak aby mezi membranou a gelem nebyly zadné vzduchové
bubliny. Na membranu byly znovu umistény dva kusy Whatman papiru a nakonec houba
namocena v transferovém pufru. Takto uspofadana souprava byla uzaviena, takze gel byl
blize ke katod¢ a membrana byla bliZe anod€. Souprava byla umisténa do elektroforetické
vany naplnéné transferovym pufrem a chlazena ledem. Elektroptenos proteint z gelu na
membranu probihal pti 100 V 75 min.

Po elektropfenosu proteinti z gelu na membranu, byla membrana oplachnuta vodou a
pfenesena do misky a byl zkontrolovan elektropienos roztokem Ponceau Red. Dale byla
membrana oplachnuta vodou a pfenesena do nové misky s blokujicim roztokem. Blokovani
trvalo 2 hodiny pfi laboratorni teploté¢ a mirném tfepani. Takto oSetfend membrana byla
ptenesena do 3 ml primarni protilatky mysi anti-tau 46.1 (dar od Dr. Francisca Garcia-
Sierry) 60 000x fedéné v PBST a byla inkubovana pfes noc pii laboratorni teploté.
Nasledné byla membrana proplachnuta 4% 5 minut roztokem PBST a pfevrstvena 3 ml
sekundarni protilatky Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP 6 000x
fedéné v PBST. Inkubace se sekundarni protilatkou byla realizovana 2,5 hodiny pii

laboratorni teploté. Po inkubaci sekundarni protilatkou byla membrana znovu promyta 6x
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5 minut roztokem PBST. Nakonec byl pfiddn na membranu roztok substratu pro
sekundarni protilatku. Reakce trvala 2 minuty, poté byla membrana opldchnuta vodou, aby

nevzniklo vysoké pozadi.
5.5 Imunizace kraliki

Sloucené purifikované frakce z ionexové chromatografie obsahujici tau protein byly pro
kazdou imunizaci zakoncentrovany v koncentratoru Amicon Ultra 15 (30 kDa) na objem
cca 1 ml o konecné koncentraci 0,6 mg/ml. Pfi prvni imunizaci bylo pfiddno stejné
mnozstvi (pomér 1:1) emulgatoru Adjuvants Freund Complete, ktery obsahuje
mykobakterie. Emulze byla vytvofena prosavanim roztoku mezi dvéma spojenymi
injek¢nimi stiikackami (lze také intenzivnim tfepanim). Vznikla emulze byla pouzita pro
prvni imunizaci tii kralikt.. Kazdému kralikovi byla vpravena injekce pod kuzi za krkem,
kterd obsahovala cca 200 pg tau proteinu. Pro dalsi tfi imunizacni injekce byl jiz pouzit
emulgator Adjuvants Freund Incomplete, ktery neobsahuje mykobakterie. Emulze byla
vytvofena stejnym postupem. Druha imunizace po 26 dnech byla provedena s cca 250 pg
proteinu na jednoho kralika. Tteti imunizace probéhla po 20 dnech od druhé imunizace a
obsahovala cca 200 pg proteinu tau na jednoho kralika. Po kazdé injekci byla kralikiim
minimalné tyden od vpichu odebrana krev. Tyden po tieti injekci byli dva kralici vykrveni
srdecni punkci. Zbylému kralikovi byla vpravena jesté jedna injekce emulze, ktera
obsahovala cca 350 pg tau proteinu. Celkem bylo na imunizaci spotfebovano cca 2,3 mg

tau proteinu.
5.6 Odbér a zpracovani krevnich sér kraliki

Imunizace, odbér krve a zpracovani sér byly realizovany na kralicich z akreditované¢ho
chovu (pracovisté ma akreditaci k chovu laboratornich zvifat podle §17 zakona ¢.
246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani). Tyto tkony byly provedeny na Odd¢leni
biologickych kontrol Fyziologického tstavu AV CR v.v.i., v Praze Kr¢i, Videiska 1083,
poveéfrenymi a Skolenymi pracovniky v souladu s vySe zminénym zakonem.

Kralici byli tyden po dokonceni pokusu imunizace vykrveni srdec¢ni punkci. Krev se

nechala koagulovat ptes noc v chladové komote pii 4°C a nasledné byla sto¢ena 30 min pii
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2000 otackach/min pii 4°C. Supernatant, ktery obsahoval sérum, byl zamraZen a

uchovavan pti -80°C. Pro stanoveni protilatek proti tau proteinu bylo pouzito celé sérum.

5.7 Odbér a zpracovani krevniho séra pacientii S AN a normalnich

kontrol

Vzorky krevnich sér byly ziskdvany ve spolupraci s Doc. MUDr. AleSem BartoSem
Ph.D. z Psychiatrického centra Praha. Krevni séra pochazela od 41 pacientt starSich 55 let
s AN podle kritérii NINCDS-ADRDA [52]. Vzorky od 36 normalnich osob starSich 55 let
do kontrolni skupiny vznikaly pfirozenym zpisobem z bézné klinické praxe. Podminkou
zafazeni byly normalni kognitivni funkce podle kognitivnich testi (MMSE nebo ACE)
[53]. Kazdy subjekt Gcastnici se studie mél pfitazeno z Psychiatrického centra v Praze
unikatni c¢islo, pod kterym po dobu trvani vyzkumu vystupoval. Vyzkumné osoby
podepsaly informovany souhlas s ucasti ve studii, ktera byla schvalena etickymi komisemi
Psychiatrického centra Praha a FN Kralovské Vinohrady.

Krev odebrana vySetfovanym osobam se nechala koagulovat pfi laboratorni teploté po
dobu 20-40 min. Poté byla centrifugovana pii 3 500 otackach/min po dobu 10-15 min pii
laboratorni teploté. Ziskané krevni sérum bylo nejdéle do jedné hodiny od centrifugace
zamrazeno na -80°C a pii této teploté bylo dale skladovano. Vzorky byly jednou
rozmrazeny pro stanoveni s komerénim bovinnim tau proteinem. Vzorky pro stanoveni
protilatek proti rekombinantnimu lidskému tau proteinu ELISA metodou byly rozmrazeny

pii laboratorni teploté t€sné pred samotnym stanovenim.

5.8 ELISA
5.8.1 Kompetitivni ELISA

Byly pouzity mikrotitraéni polystyrenové desticky NUNC Maxisorp s 96 jamkami o
objemu 400 pl/ jamku.

Jamky pro vzorek byly pokryty 0,1 ml/jamku roztoku tau proteinu o koncentraci 5
pg/ml v 0,1 M uhli¢itanovém pufru o pH 9,5. Kazdy vzorek byl ptipraven ve dvou
opakovanich. Jamky pro kontrolu nebyly pokryty roztokem tau proteinu, ale zistaly
prazdné. Kazdy vzorek mél k sobé dvé kontroly. Pokryté desticky byly inkubovéany 1

hodinu pfti laboratorni teploté a dale pak ptes noc v lednici pii 4°C. Na vysuSené desticky
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bylo naneseno 0,25 ml/jamku blokujiciho roztoku a inkubace trvala 2 hodiny pfi pokojové
teploté a pfi ttepani 500 otacek/min na orbitalni tfepacce. Nasledné byly desticky promyty
5% 400 pl promyvaciho roztoku na pfistroji Thermo Wellwash 4 Mk 2 a vysuSeny pfii
laboratorni teploté. Na vysuSené desti¢ky bylo do kazdé jamky sedmi fadki naneseno 50 pl
kompetujiciho roztoku tau proteinu. Tento roztok byl pfipraven nafedénim tau proteinu
fedicim roztokem na 7 koncentraci od 500 ng/jamku do 0,7 ng/jamku. Zbyly jeden fadek
slouzil jako kontrola, a proto bylo do kazdé jamky naneseno 50 ul samotného fediciho
roztoku. lhned poté bylo do kazdé jamky napipetovano 50 pl primarni protilatky anti-tau
46.1 fedéné v fedicim pufru. Vysledné fedéni bylo v prvnich ¢tyiech sloupcich 120 000x,
v dalSich étyfech 60 000x a v poslednich ¢tyfech sloupcich bylo fedéni 30 000%. Inkubace
trvala 2 hodiny pfi laboratorni teploté a tfepani 500 ota¢ek/min na orbitalni tfepacce. Po
dvou hodinach byly celé desticky promyty 5% 400 ul promyvaciho roztoku na jamku a
vysuseny pii laboratorni teploté. Do kazdé jamky bylo naneseno 0,1 ml sekundarni
protilatky Polyclonal Rabbit Anti-Mouse immunoglobulins/HRP ve finadlnim fedéni 10
000x. Sekundarni protilatka byla fedéna v fedicim pufru. Inkubace se uskutecnila 1,5
hodiny znovu na orbitalni tfepacce pii tfepani 500 otacek/min a pii laboratorni teploté.
Dale se opakovalo promyvani 5x 400 ul/ jamku promyvacim roztokem na pfistroji Thermo
Wellwash 4 Mk 2 a poté bylo do kazdé jamky pipetovano 0,2 ml roztoku substratu.
Inkubace trvala 20 minut do zabarveni jamek, kdy byl pouzit roztok pro zastaveni reakce
v objemu 50 pl na jamku. Smés v jamkach byla promichana na tfepacce a béhem 10 minut

byla zmétena absorbance na Elisa Readeru pii 450 nm.

5.8.2 Stanoveni protilaitek proti tau proteinu v sérech pacienti sSAN a

normalnich senioru

Na ELISA metody byly pouzity mikrotitraéni desticky NUNC Strip MaxiSorp s 96
jamkami s plochym dnem. Maximalni objem jamky je 400 pl.

Kazda jamka pro vzorek nebo standard byla pokryta 50 pl roztoku tau proteinu
0 koncentraci 5 ug/ml v 0,1 M uhli¢itanovém pufu 0 pH 9,5 a takto pfipravené desticky
byla inkubovany ptes noc ve 4°C. Standard i vzorky byly udélany ve dvou opakovanich.
Pro kazdy vzorek a jednotliva fedéni standardu byla ptipravena jen jedna kontrola, ktera
byla postacujici podle piedchozich pokusti. Druhy den byly desticky blokovany 200 pl

blokujiciho roztoku v kazdé jamce po dobu jedné hodiny pfi laboratorni teploté. Po blokaci
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byly desticky promyty 4x 400 pul promyvaciho roztoku na jamku a vysuseny pii laboratorni
teploté na buni¢ing. Standard byl ziskan od Mgr. Jany Svarcové, ktera ho pfipravila
smisenim asi 20 sér pacientti i normalnich senioru, ktera méla pii fedéni 100x absorbanci =
1. Standard byl rozpipetovan na alikvoty, které byly uchovavany v -80°C. V tomto ELISA
stanoveni byl standard sériové nafedén fedicim roztokem: 100, 200, 400x, 800x, 1600%.
Vzorky pacientll byly fedény 200x fedicim pufrem. Na desticky do kazdé jamky bylo
napipetovano 50 pl roztoku standardu nebo vzorku. Desti¢ky byly inkubovany se vzorky
sér pacientu a standardu po dobu 2 hodin pii laboratorni teploté. Pak byly desti¢ky znovu
promyty 4x 400 pl/jamku promyvacim roztokem a vysuSeny pii laboratorni teploté na
buni¢ing. Sekundarni protilatka Goat Anti-Human IgG (y chain specific)/HRP byla fedéna
1:4000 v fedicim pufru a na jamku bylo naneseno 100 pl roztoku sekundarni protilatky.
Desticky byly se sekundarni protildtkou inkubovény 1,5 hodiny pfi laboratorni teploté.
Nasledovalo znovu promyti 4x 400 pl/jamku promyvacim roztokem a vysuSeni pfi
laboratorni teploté. Substrat byl pfipraven bezprostfedné pied ptfidanim na desticku. Do
kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl roztoku substratu a desticka byla inkubovéana ve
tmé a pii tiepani 500 otacek/min na orbitalni tiepacce a pii laboratorni teploté podobu 15
minut. Reakce byla zastavena 0,1 ml/jamku 1 M kyseliny sirové a byla zméfena

absorbance na Elisa Reader pti 450 nm a referencni vinové délce 620 nm.
5.8.3  Stanoveni protilatek proti tau proteinu v sérech kralikd

Na stanoveni protilatek proti tau proteinu v sérech kralikd byly pouzity mikrotitracni
polystyrenové desticky NUNC MaxiSorp $96 jamkami splochym dnem. Mezi
jednotlivymi injekcemi emulze byl odstup cca 25 dni. Séra byla kralikiim odebrana mezi 8.
a 13. dnem po injekci emulze proteinu.

Desti¢ky byly pokryty 100 pl/jamku roztokem tau proteinu o koncentraci 5 pg/ml v 0,1
M uhli¢itanovém pufru o pH 9,5 a desti¢ky byly inkubovany 3 hodiny za stalého tfepani
pii 500 otackach/ min na orbitalni tfepacce pfi laboratorni teploté. Vzorky byly pfipraveny
Vv dubletu a kazdy vzorek mél jednu kontrolu. Po tfech hodinach byly desti¢ky blokovany
5% odtuénénym mlékem v 0,1 M uhli¢itanovém pufru o pH 9,5 po dobu dvou hodin pfi
laboratorni teploté a tiepani. Dale byly desticky promyty 4x 400 pl promyvaciho roztoku
na jamku pomoci pfistroje Thermo Wellwash 4 Mk 2. Vzorky sér z kralikt, které byly

skladovany v -80°C, byly rozmraZeny a fedény sériové 7x v fedicim roztoku. Redéni bylo
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provedeno 1458 000x, 486 000%, 162 000x, 54 000x, 18 000x%, 6 000x a 2 000x (tj.
0,00007-0,05 pl/jamku) pro kazdy vzorek odebrany z kralikti. Jako negativni kontrola bylo
pouzito sérum odebrané z jednoho kralika jest¢ pfed imunizaci. Kontrolni negativni sérum
bylo fedéno 6 000x a 2 000x. Na jamku bylo naneseno 100 ul roztoku vzorku. Inkubace se
séry trvala 2 hodiny pii laboratorni teploté¢ a tfepani 500 otdcek/min. Po téchto dvou
hodinach byly desticky znovu promyty 4x 400 pl promyvaciho roztoku na jamku
Vv ptistroji Wellwash. Poté bylo do vSech jamek naneseno 100 pl sekundarni protilatky
Swine anti-rabbit Ig/HRP ve finalnim fedéni 1:10 000. Sekundarni protilatka byla fedéna
v fedicim roztoku stejné jako vzorky. Desticky se sekundarni protilatkou byly inkubovany
2 hodiny pii laboratorni teploté a tiepani na orbitalni tfepacce pii 500 otackach/min. Pred
ptidanim substratu byly desti¢ky znovu promyty 5x 400 ul promyvaciho roztoku na jamku
a vysuSeny. Do kazdé jamky bylo napipetovano 200 pl roztoku substratu. Desticky se
substratem byly inkubovany 45 min pfi laboratorni teploté¢ a tfepani 500 otacek/min.
Reakce byla zastavena 50 pl/jamku 0,5 M kyseliny sirové a béhem 10 minut byla zméfena

absorbance na Elisa Readeru pii 450 nm.
5.9 Statistické analyzy

V této Casti jsou teoreticky vysvétleny statistické metody pouzité k analyze ziskanych

dat.
5.9.1  Testy normality
Kolmogoruv-Smirnovav (K-S) test normality

K-S test testuje nulovou hypotézu Hy fikajici, Ze vybér Xy, ..., X; pochazi z rozd¢leni
s distribu¢ni funkci O(x). Pokud Fn(X) je vybérova distribu¢ni funkce, lze vypocitat
testovou statistiku jako

(1) Dy, = max_cocxcoo|[Fn(x) — 6(x)|

V piipad¢, ze D, = D, (@), kde Dn(a) je tabelovana kriticka hodnota, se zamita Hy na
hladin€ a. V programu STATISTICA 9 K-S test poskytuje hodnotu testové statistiky ozn. d
a dv¢ p- hodnoty. Prvni lze pouzit, pokud jsou zndmé parametry popula¢niho primeéru x a
rozptylu ¢* a druhou oznagenou Lilieforsova p-hodnota, pokud parametry nejsou zndmé.

Testuje se nulova hypotéza, Ze data pochdzeji z normaln¢ distribuované populace, ale bez
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upiesnéni o jaké normalni rozdéleni se jedna. Pokud jsou p-hodnoty vétsi nez 0,05, pak se

Ho nezamita [54, 55].
Diagramy

Pro zjisténi zda data pochézeji z norméalniho ¢i jiného rozdéleni Ize ve STATISTICE 9
zkonstruovat normalni diagramy (normal probability plot) nebo Q-Q diagramy (Quantil-
Quantil diagramy). Na diagramech jsou vidét odchylky od ptimky normalniho rozdéleni.
Pokud jsou odchylky vyrazné (konvexni ¢i konkdvni), nepochédzi data z normalniho

rozd¢leni.
5.9.2 Neparametricky jednovybérovy parovy test

V ptipadé, zZe veli¢ina Zi= X;-Y; nepochazi z normalniho rozdéleni, ale pouze z néjakého

spojitého rozdéleni, musi se provést néktery z neparametrickych parovych testa.
Jednovybérovy Wilcoxoniiv test

Testuje se hypotéza, ze median Z; je roven nule proti oboustranné alternativé. Pro velka

n (n > 30) lze vypoditat statistiku

_nn+1)

Q) U= i

nn+1)(2n+1) '
N 24

ktera se v pfipadé nulové hypotézy asymptoticky fidi rozdélenim N (0,1). W je soucet

potadi Z;. Hypotéza Ho o nulovém medianu Z; (tedy o rovnosti mediand veli¢in X; a Y;) se
zamitd na hladiné vyznamnosti piiblizné¢ «, jestlize |U| = uq_«a /,- Vystupni data
z programu STATISTICA 9 jsou: hodnota testové statistiky (oznaena T), hodnota
asymptotické testové statistiky (ozn. Z) a jeji p-hodnota. Ve STATISTICE se pracuje se
Z bez ohledu na rozsah vybéru n). Hy se zamita pokud dosazena hladina testu, p- hodnota

je niz8i nez hladina vyznamnosti o (0,05) [54, 55].
5.9.3 Neparametrické dvouvybérové neparové testy

Neparametrické dvouvyberové testy jsou pouzivany v situaci, kdy neni splnén

pfedpoklad normality dat.
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Manniv-Whitneyiv U (M-W U) test

Ptedpoklada se, ze Xy, ..., Xn je nahodny vybér z néjakého spojitého rozdéleni a Yy, ..., Yy
je na ném nezavisly nahodny vybér spojitého rozdé€leni, které je proti prvnimu posunuté o
konstantu ¢. Nahodné veli¢iny Xy, ..., Xm @ Y1-9,..., Yp-0 maji tedy vlastné stejné rozdé€leni.
Testovat se bude nulova hypotéza Hoy: 6=0, tzn., ze tato rozdéleni jsou totozna (distribucni
funkce téchto rozdéleni jsou shodné) proti oboustranné alternativé Hi. 6#0. Statistiky U; a

U, se vypocitaji:

(3) U1 =mn + n(n2+1) - Tl a
(4) Uz =mn + m("zH—l) — Tz.

T je soucet poradi hodnot Xy, ..., Xy @ T2 je soucet poradi hodnot Yy, ..., ¥,. Pro mald m a
n se zjisti min (U;,U,) a porovna se s tabelovanou kritickou hodnotou Wi nw(e). V piipadé,
ze min (U1,U;) £ Wiy nw(@) se zamita Ho na hlading€ a. Pro m—o, n—oo (v praxi m, n > 30)

ma statistika U; asymptoticky normalni rozdé€leni. Statistika U se vypocte jako

e

5) U \/W

V piipad¢ platnosti Hy ma U asymptoticky rozdéleni N (0,1). Ho se tedy zamita na
hladin€ a v pfipadg, ze |U| = uy e/, [54, 55].

V programu STATISTICA 9 tento test poskytuje soucty poradi Ty, T, (0zn. Rank sum),
hodnotu testové statistiky min (U3,U,) (ozn. U), hodnotu asymptotické testové statistiky U
(ozn. Z) a jeji p-hodnotu. Pokud dosazena hladina testu, p-hodnota je mensi nez 0,05,
zamita se na dané hladiné nulova hypotéza [55].

Pokud se rozdé€leni ndhodnych vybéra lisi nejen posunutim, ale napf. rozptylem nebo
tvarem, pouzijeme test Waldiv-Wolfowitziiv (je ale slabsi nez M-W U test) nebo

Kolmogoroviv-Smirnoviv test.
Walduv-Wolfowitzuv (W-W) test

Necht m Xj,..., Xm @ Yy,..., Y5 jsou dva nezavislé nahodné vybéry ze dvou spojitych
rozdéleni. Testuje se hypotéza, ze oba vybéry pochazeji ze stejného rozdéleni oproti
alternative, ze pochazeji z rozdéleni riznych. Opét se uspoiadaji vsechny m + n hodnoty

vzestupné podle velikosti. Jako testova statistika Se pouzije R, coz je pocet iteraci (pocet
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posloupnosti za sebou nasledujicich hodnot patficich do stejného vybéru). Pokud R <
mn(e), kde rmn(a) je tabelovana kriticka hodnota, Ho se zamita na hlading vyznamnosti o .
V piipadé vétsich rozsahu vybéra (m, n > 20) Ize vyuzit asymptotické normality R.

V piipade platnosti Hy plati

2mn

(6) E(R) =22 +1

2mn (2mn-m-n)

(7) D(R) = T —— a statistika
__ R-ER)
® o ="

ma asymptoticky rozdéleni N (0,1).

Ho se zamita na asymptotické hladiné¢ vyznamnosti o, pokud absolutni hodnota U, >
Uy_ay, [54, 55].

Ve vystupni tabulce ve STATISTICE 9 se objevuji rozsahy a praiméry obou vybéri,
hodnota asymptotické statistiky Ug (0zn. Z), p-hodnota pro U, hodnota asymptotické
statistiky s opravou na spojitost (Zgj), p-hodnota pro Z.q;, pocet iteraci (No. Of Runs) a
pocet shodnych pozorovani (No. Of ties). Pokud dosazena hladina testu, p-hodnota pro Zg;.

je mensi nez 0,05, zamita se nulova hypotéza o shodném rozdéleni [55].
Dvouvybérovy Kolmogoroviiv-Smirnoviv (K-S) test

Necht m Xj,..., Xn a Yy,..., ¥y jsou dva nezavislé nahodné vybéry ze dvou spojitych
rozdéleni. Testuje se hypotéza, ze distribu¢ni funkce téchto dvou rozdéleni jsou shodné,
tzn. ze vsechny m + n veli¢iny pochézi z téhoz rozdéleni. Za predpokladu, ze x je dané
realné ¢islo, se zavedou nejprve nahodné veliciny & (x) = 1, je-li X; <x, & (X) =0, je-li X; >
Xxproi=1,...,m.

Funkce Fn(X) je empiricka distribu¢ni funkce.
(9) Fin(x) = 224 §i(x)

Empirickéd distribu¢ni funkce druhého vybéru se vypocitd analogicky a je oznacena

Gn(y).
(10) Dm,n = maxxlFm(x) - Gn(x)l-

1
m

V piipadé¢ malych hodnot ¢isel m a n se porovnava Dp, s tabelovanou Kritickou

hodnotou Dp (). Nulova hypotéza o rovnosti distribuénich funkci F(x) a G(y) se zamita
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na hladiné vyznamnosti a, pokud Dmp 2 Dmn(e). V ptipadé vétsich m a n se kriticka
hodnota aproximuje ¢islem

(11) Djn(@) = [5n> a

2mn

Ho se zamita opét pokud D, ,, = Dy, () [54, 55]
Z programu STATISTICA 9 Ize ziskat maximalni zaporny (ozn. Max. Neg. Difference)
a maximalni kladny rozdil (Max. Pos. Difference) mezi hodnotami obou vybérovych
distribuc¢nich funkci, dolni omezeni pro p-hodnotu, priméry, smérodatné odchylky a
rozsahy obou vybért. Pokud je dosazena hladina testu, p-hodnota mensi nez 0,05, pak se

zamita nulova hypotéza [55].
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6 Vysledky
6.1 Uvod Kk vysledkiim

Na ptipravu rekombinantniho lidského tau proteinu byl pouzit upraveny plazmid, ktery
obsahoval histidinovou kotvu. Konstrukt pT7c_hTau40 pochazi z laboratofe Lester I.
Bindera [11].

Aminokyselinova sekvence tau proteinu s histidinovou kotvou obsahuje 461
aminokyselin. Teoreticka molekulova hmotnost tau proteinu s histidinovou kotvou je
48013.2 Da a vypocéteny izoelektricky bod je 8,52 [56].

6.2 Rekombinantni exprese tau proteinu

6.2.1  Transformace kompetentnich bunék a selekce produkénich kloni

Nejprve byla v expresi tau proteinu provedena transformace kompetentnich bunék
BL21(DE3) a BL21(DE3) (RIL) rekombinantnim plazmidem pT7c_hTau40.

Kompetentni buiiky byly transformovany metodou tepelného Soku podle postupu 5.1.1.
Po 20 hodinové inkubaci vyrostlo na ¢tyfech LB agarech s obsahem ampicilinu v Petriho
miskach nékolik desitek bakterialnich kolonii.

Dale nasledovala selekce produkénich klond podle postupu 5.1.1. Exprese
rekombinantniho proteinu byla analyzovana SDS-PAGE elektroforézou v 10%
polyakrylamidovém gelu S porovnanim elektroforeticky rozd€lenych proteinli mezi
indukovanou a neindukovanou kulturou transformant. (Obr. 8). Ve vSech drahach
elektroforeogramu je vyznamna zona v oblasti 67 kDa, ktera velikosti odpovida

exprimovanému proteinu tau.
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Obr. 8: Selekce vhodného bakteridlniho klonu byla provedena na 10% SDS-PAGE
gelech. Cisla 1-10 piedstavuji jednotlivé bakteridlni klony, tau je castecné precistény
protein jiz ziskany od RNDr. Kateriny Hofbauerové, Ph.D. a slouzici jako standard, N je

oznaceni neindukované bakterialni kultury, M je oznaceni pro standard.

Za nejvhodnéjsi byla vybrana kolonie c¢islo sedm. Identifikace rekombinantnich
proteini byla provedena metodou Western Blotting pomoci specifické protilatky anti-tau

46.1 proti tau proteinu, viz kapitola 6.4.
6.2.2  Optimalizace produkce rekombinantniho proteinu

Cilem optimalizace proteinové produkce bylo ziskat maximdlni mnoZzstvi proteinu za
minimalni ¢as s vyuzitim minimalnich finan¢nich prostfedkti. Optimalizovanymi
parametry byly cCas proteinové produkce, typ kompetentnich bunék a koncentrace
induktoru IPTG. Pfi optimalizaci se postupovalo podle kapitoly 5.1.2. Optimalizace byla
analyzovana SDS elektroforézou v 10% polyakrylamidovém gelu.

Z elektroforeogramtl znazormnujicich kinetiku produkce rekombinantniho proteinu tau
vyplyva, ze protein je produkovan bakteriemi jiz od 1. hodiny indukce, pficemz jeho
produkce postupné stoupa az do 4. hodiny, dale je uz mnozstvi témét konstantni. Také je
zde vidét, ktery typ bunék a jak starych, je nejvhodnéjsi pro proteinovou produkei. Z Obr.
9 vyplyva, ze jako nejvhodnéjsi se ukazaly bunky Cerstvé transformované BL21 (DE3)
(Obr. 9A). Buiiky vybrané kolonie ¢islo sedm zamrazené po 14 dnech na -80°C (Obr. 9C)
a uchovavané ve 4°C vice nez 3 tydny (Obr. 9D), také produkuji pozadovany protein, ale
jiz v menSim mnozstvi nez Cerstvé transformované buiiky. Bunkky BL21 (RIL) se ukéazaly

jako nevhodné pro expresi tau proteinu (Obr. 9B).
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Obr. 9: Optimalizace doby indukce a typu transformovanych bunék. 10% SDS-PAGE
gely ukazuji (A) buitky BL21 (DE3) Cerstve transformované, (B) buiiky BL21 (RIL) Cerstve
transformované, (C) buintky BL21 (DE3) po transformaci zamrazené V -80°C a (D) buiky
BL21 (DE3) po transformaci uchovavané ve 4°C.

Vliv koncentrace induktoru IPTG na proteinovou produkci je uvedeny na Obr. 10. Jak

je vidét tak mnozstvi indukovaného proteinu se ze zvySujici koncentraci induktoru zvysuje.
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Obr. 10: Optimalizace koncentrace induktoru analyzovana 10% SDS-PAGE gelem. 0,1-
1,0 mM je koncentrace iduktoru IPTG, N je negativni kontrola indukce, M je standard

molekulovych hmotnosti.

Za optimalni podminky pro proteinovou produkci byly zvoleny 4,5 hodiny indukce

proteinové exprese, koncentrace induktoru 0,5 mM IPTG a teplota 37°C.
6.2.3  Velkoobjemova produkce proteinu a zjiSténi jeho lokalizace

Velkoobjemova produkce proteinu byla realizovana nejcastéji v 0,5 1 LB média
obsahujiciho ampicilin. Pfi Ageo= 1,3 se uskute¢nila indukce proteinové exprese 0,5 mM
IPTG. Bakterialni kultura byla dale kultivovana pii 220 otackach/min a 37°C po dobu 4,5
hodiny. Nakonec byla odstfedéna pii 5 000 otackach/min 15 min v 10°C. Takto ziskany

bakterialni sediment byl zamraZen v -20°C.

1.8
1.6
1.4
12
1.0
0.8
0.6
0.4

IPTG—,

AgoolmAU]

0 100 200 300 400 500 600
t [min]

Obr. 11: Rustova krivka producenta tau proteinu p#i velkoobjemové produkci
stanovend spektrofotometricky pri kultivaci na LB médiu. Sipka ukazuje ¢as, ve kterém byl
pridan induktor IPTG.
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Dal§im krokem bylo zjisténi lokalizace exprimovaného proteinu, ktera byla urcena
elektroforetickou analyzou frakci po diferencni centrifugaci bunééného lyzatu. Analyza
byla provedena podle kapitoly 5.1.4. Obr. 12 dokazuje, Ze se tau protein exprimuje do
cytoplazmy bakteridlnich bunék.

M 1

S8
w

97 kDa - P—

67 kDa~ -
. .

45kDa - .

-

29kDa -

Obr. 12: Lokalizace exprimovaného proteinu analyzovana 10% SDS-PAGE gelem. M je
standard molekulovych hmotnosti, I- supernatant po odstredeéni rozbitych bakterii, 2-

sediment po odstiredeni rozbitych bakterii, 3- supernatant po odstiedeni bunék (médium)
6.3 Purifikace proteinu tau

Izolace proteinu a jeho purifikace byly provedeny ve tfech hlavnich krocich,
vyuzivajicich laboratorni techniku dostupnou v laboratofi. Purifikace se skladala z afinitni

chromatografie, ionexové chromatografie a gelové chromatografie.
6.3.1  Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie byla realizovana na kolon¢ naplnéné Ni NTA agarézou. Eluce
navazaného proteinu se uskutecnila vysokou koncentraci imidazolu dle postupu 5.2.1. Na

Obr. 13 je vidét prab¢h afinitni chromatografie.
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Obr. 13: Jednotlivé kroky afinitni chromatografie analyzované 10% SDS-PAGE gelem;

M oznaceni pro standard, 1- lyzat bakterii naneseny na kolonu, 2- proteiny, které se
nenavdzaly na obsah kolony, 3- vymyté proteiny nizkou koncentraci imidazolu, 4- prvni
eluce proteinu vysokou koncentraci imidazolu, 5- druha eluce vysokou koncentraci

imidazolu

6.3.2  Gelova chromatografie

Eluce z afinitni chromatografie byla zahusténa dle postupu 5.2.2 v koncentratoru
Amicon Ultra 15 a nanesena na kolonu Superose 12 HR 10/30 ekvilibrovanou pufrem pro
gelovou chromatografii. Eluce byla provedena izokraticky. Elu¢ni profil rekombinantniho
proteinu je znazornén na Obr. 14, kde t je retenéni Cas a Ajgg je absorbance pii 280 nm.
Vybrané proteinové frakce 5-7 a 10-16 (tj. 40. - 48. minuta a 60. - 84. minuta) byly
analyzovany SDS-PAGE elektroforézou.
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Obr. 14: Purifikace tau proteinu gelovou chromatografii na koloné Superose 12 HR
10/30
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Obr. 15: Vybrané frakce (5-16) z gelové chromatografie V redukujicim vzorkovém pufiru
analyzované 10% SDS-PAGE gelem, M- standard molekulovych hmotnosti

SDS-PAGE elektroforéza (Obr. 15) ukazuje, ze tau protein se vyskytuje ve frakcich 12-
16 (68. - 84. minuta). Pro ovéfeni, Ze se jedna skutecné o tau protein, byla provedena

metoda Western blotting (viz. kapitola 6.4).
6.3.3 Ionexova chromatografie

Slouc¢ené frakce 12-16 z gelové chromatografie obsahujici tau protein byly dale
precistény ionexovou chromatografii na koloné Mono-S 5/50 GL ekvilibrované pufrem A
dle postupu 5.2.3. Elu¢ni profil rekombinantniho proteinu je znazornén na Obr. 16, kde t je
retencni Cas a Agp j€ absorbance pii 280 nm. Vybrané proteinové frakce 11, 12, 16, 17, 19,
21-26, 30, 31 a 38 (tj.66. - 156. minuta, 180. - 186. minuta a 228. minuta) byly
analyzovany SDS-PAGE elektroforézou.
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Obr.16: Purifikace tau proteinu ionexovou chromatografii na koloné Mono-S 5/50 GL
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Obr. 17: Vybrané frakce (11-38) z ionexové chromatografie analyzované 10% SDS-

PAGE gelem, M- standard molekulovych hmotnosti, F.-T.- eludt pri nandaseni proteinu na

kolonu

Tau protein se podle Obr. 17 objevuje ve frakcich 30 a 31 (180. - 186. minuta).
Identifikace tau proteinu byla provedena metodou Western blotting. Finalné ptecistény tau
protein o koncentraci 0,33 mg/ml byl skladovan v 10 mM fosfatovém pufru o pH 6,7 s 1

mM azidem sodnym ve 4°C.
6.4 lIdentifikace tau proteinu

K identifikaci tau proteinu byla pouzita metoda Western blotting, ktera je zalozena na
elektropfenosu bilkoviny tau z gelu na membranu a jeji identifikaci protilatkami. Postup
byl proveden podle kapitoly 5.4.2. Na Obr. 18 panel A je vidét 10% polyakrylamidovy gel
s frakcemi z gelové chromatografie. Obr. 18 panel B ukazuje nitrocelul6zovou membranu

s detekovanym tau proteinem pomoci protilatky anti-tau 46.1.
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Obr. 18: 10% SDS-PAGE gel z gelové chromatografie s membranou. Panel (A)
zobrazuje 10% SDS-PAGE gel s frakcemi z gelové chromatografie obarveny CB-R250,
panel (B) zobrazuje membranu obarvenou DaB se stejnymi frakcemi s predpokladanym tau

proteinem detekovanym protilatkou anti-tau 46.1.

Obr. 19 panel A zobrazuje 10% polyakrylamidovy gel s frakcemi zionexové
chromatografie. Na Obr. 19 panel B jsou detekované frakce stau proteinem na
nitrocelul6zové membrané.
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Obr. 19: 10% SDS-PAGE gel z ionexové chromatografie s membrdanou. Panel (A)
zobrazuje 10% SDS-PAGE gel z ionexové chromatografie obarveny CB R-250, panel (B)
zobrazuje membranu obarvenou DaB se stejnymi frakcemi s predpokladanym tau

proteinem detekovanym protilatkou anti-tau 46.1.
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6.5 ELISA

6.5.1 Kompetitivni ELISA

Kompetitivni ELISA byla provedena jako prvni stanoveni, aby se ovéfilo vazani tau

proteinu na desticku a vyzkouSela se tato metoda. Postup byl proveden podle kapitoly

5.8.1. V Tabulce 3 jsou hodnoty pro fedéni primarni protilatky anti-tau 46.1 120 000x%,

60 000x a 30 000x. Sloupce ng/jamku udavaji mnozstvi kompetujiciho tau proteinu

v jamkach. V sloupci Agsp jsou vidét absorbance pii 450 nm, které byly vypocteny

odectenim absorbanci substratovych kontrol od absorbanci ptislusného vzorku. Hodnoty

absorbanci ukazuji snizeni signélu pro nejvétsi fedéni primérni protilatky oproti nejnizsimu

fedéni. Se zvySujicim se mnozstvim kompetujiciho proteinu tau se snizuje signal, nejlépe

je to vidét pro fedéni primarni protilatky 60 000x (Obr. 20).

Tabulka 3: Kompetitivni ELISA: porovnani redéni primarni protildatky

Anti-tau 46.1: 120 000x

Anti-tau 46.1: 60 000x

ngl/ja log
mku ng/jamku Ausso
0 1,674
0,7 -0,155 1,701
2,1 0,322 1,678
6,2 0,792 1,681
18,5 1,267 1,607
55 1,740 1,619
166 2,220 1,556
500 2,699 1,280

ng/ja log
mku ng/jamku Ausso
0 1,492
0,7 -0,155 1,424
2,1 0,322 1,247
6,2 0,792 1,310
18,5 1,267 1,193
55 1,740 1,140
166 2,220 1,232
500 2,699 1,091

Anti-tau 46.1: 30 000x

ngl/ja log
mku ng/jamku Auso
0 1,844
0,7 -0,155 1,763
2,1 0,322 1,682
6,2 0,792 1,553
18,5 1,267 1,478
55 1,740 1,724
166 2,220 1,456
500 2,699 1,658
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Obr. 20: Primarni protildtka redéna 60 000%: snizeni signalu kompetici tau proteinu

Tau protein se na mikrotitra¢ni desticku vazal dobfe a mohlo se tedy postoupit ke

stanoveni protilatek proti tau proteinu v krevnich sérech.

6.5.2 Stanoveni protilatek proti tau proteinu v sérech pacienti SAN a

normalnich senioru

Protilatky v sérech pacienti s AN a normalnich seniord (NOS) byly detekovany pro
zjisténi, zda mezi nimi nebude markantni rozdil, ktery by umoznil diagnostikovat tuto
nemoc. Metoda byla provedena s nejdelsi izoformou tau proteinu.

Protilatky v krevnich sérech pacienti a normalnich seniord byly stanoveny podle
postupu v kapitole 5.8.2. Celkem bylo zméteno 77 krevnich sér, které byly vzdy pied
pokusem rozmraZeny pii laboratorni teploté. Z kalibra¢ni fady standardu byla sestrojena
kalibra¢ni ktivka (GraphPad Prism 3), ze které se dale interpolaci a ptipadné extrapolaci
ziskaly hladiny protilatek v arbitrarnich jednotkach [arb.j.] pro jednotliva séra. Tyto
hodnoty byly vynasobeny faktorem fedéni a ziskané hladiny protilatek byly zpracovany
v programu STATISTICA 9. Porovnavala jsem vysledky s rekombinantnim lidskym tau
proteinem (2N4R) a vysledky ziskané stanovenim stejnych sér pacientt, ale s komerénim
bovinnim tau proteinem (2N4R). Tti séra se nepodafilo stanovit s vybranou kalibracni
fadou ani extrapolaci pro rekombinantni lidsky tau protein a nebudou zahrnuta ve
statistickém zpracovani. Normalni seniofi v poctu 36 slouzili jako kontroly k pacientim
S Alzheimerovou nemoci. Vysledky jsou vidét v Tabulce 4 a budou podrobné probrany

v diskuzi.
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Tabulka 4: Porovnadni hladiny protilatek A) na rekombinantni lidsky, B) na bovinni tau

Normalni seniofi

Hladiny protilatek [arb.j.]

Identifikaéni | Rekombinantni Bovinni
Cislo séra | lidsky tau protein tau protein
2 13324 10 775
3 26 100 1505
5 4877 2472
6 6 407 1668
8 15987 21 230
187 43721 13767
186 24712 1413
245 - 1987
241 7142 1302
194 8 568 12179
43 16 776 2534
46 11 621 2224
47 4966 10 060
53 6 309 1204
54 6 938 10 129
57 21162 1881
59 9272 7114
67 8 559 1921
68 26 343 20 542
201 11 420 2 055
188 12 836 2 066
234 4723 6 808
208 7821 1160
214 6 938 10 026
231 14 138 6 537
196 8502 1556
210 16 170 21772
211 10 529 4 296
213 2938 1458
218 8621 1687
221 7 464 2018
222 3106 2518
231 10 365 6 657
233 10 412 2 258
249 6843 1703
59 8 876 7551

protein

Pacienti s Alzheimerovou nemoci

Hladiny protilatek [arb.j.]

Identifikaéni | Rekombinantni Bovinni
Cislo séra | lidsky tau protein tau protein
511 6 296 2692
515 60 354 3072
516 7831 1265
535 8 735 2873
540 8 510 7 107
544 3580 1387
566 10 993 917
570 2 446 3621
600 35959 4105
609 11 528 2718
685 - 1434
686 5992 931
179 49 619 2 035
518 9 387 1102
246 8389 1958
190 22 092 6 215
199 4761 926
182 7 859 754
197 3659 3541
178 23 668 3026
612 4873 1006
230 8 195 1902
227 - 1592
237 3400 1331
502 6 835 7047
508 3165 1127
528 9 092 634
533 5702 907
541 23543 2329
561 5750 900
562 3732 1512
573 5985 1321
581 6 587 1542
587 2726 702
615 5726 1445
628 5332 1982
633 2720 7172
644 16 420 3638
688 3091 855
692 2112 527
720 7 682 1 040
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Provedenim Kolmogorova-Smirnova (K-S) testu normality na datech ziskanych

zmétenim 74 sér pacientd s AN a normalnich seniord, konstrukci histogrami, normalniho

diagramu (normal probability plot, N-P diagram) a Q-Q diagramu (Quantile-Quantile plot)

bylo zjisténo, ze data nepochazeji z normalniho rozdéleni. Proto byly pouzity na

vyhodnoceni vysledkli neparametrické statistické metody.

A

60

K-S d=26708, p<,01 ; Liliefors p<,01

Potet pozorovani
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S

»
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K-S d=,24610, p<,01 ; Lillefors p<,01
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Obr. 21: Histogramy hladiny protilatek pro 74 sér (AN+NOS) zmérenych (A) na

komercnim bovinnim tau proteinu, (B) na rekombinantnim lidském tau proteinu.

Podle dosazené hladiny K-S testu, p-hodnot a Lilieforsova testu (druha vyznamng;jsi,

protoze nejsou znamé parametry populacniho praiméru u a rozptylu %), které jsou mensi

nez 0,05, zamitdme na dané hladiné vyznamnosti nulovou hypotézu o normalité rozdéleni

vybéru.
A
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Obr. 22: N-P diagramy hladiny protilatek pro 74 sér (AN+NOS) zmérenych (A) na

komercnim bovinnim tau proteinu, (B) na rekombinantnim lidském tau proteinu.
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Obr. 23: Q-Q diagramy hladiny protilatek pro 74 sér (AN+NOS) zmérenych (A) na

komercnim bovinnim tau proteinu, (B) na rekombinantnim lidském tau proteinu.

Na obr. 22 a 23 je vidét, Ze hodnoty se odklangji od idealni ptimky pro normalni

rozdéleni.

a
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5000
—— o
0
o Median [] 25%-75% _[_ Hranice pro odlehlé hodnoty ¢ Odlehlé hodnoty
# Extrémni hodnoty

A B
Obr. 24: Krabicovy graf pro porovnani hladiny protilatek [arb.j.] pro 74 sér
(AN+NOS) meérenych (A) na rekombinantnim lidském a (B) na komercnim bovinnim tau

proteinu (tabulka 4)

Z obrazku 24 vyplyva, ze naméfené hladiny protilatek pro pacienty s AN a normalni
seniory s rekombinantnim lidskym a komerénim bovinnim tau proteinem se lisi. Pro

rekombinantni lidsky tau protein vychazi hladiny protilatek pro jednotlivé vzorky vyssi.
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Provedenim parového Wilcoxonova testu na 74 vzorcich krevnich sér pro AN a NOS
byly ziskany hodnoty: T (hodnota testové statistiky) rovna 221 a p-hodnota rovna 3E-10. T
hodnota je mnohem mensi nez kritickd hodnota na hladin€ vyznamnosti 0,05. Stejné tak p-
hodnota je mala a proto zamitame nulovou hypotézu tikajici, ze méteni hladiny protilatek
na rekombinantnim lidském tau proteinu je stejné jako na komerénim bovinnim tau
proteinu.

Déle byly porovnany neparametrickymi neparovymi testy vysledky pro pacienty
s Alzheimerovou nemoci (diagnoza 1) a pro normalni seniory (diagndza 0). Na Obr. 25 je
vidét, Ze pacienti trpici Alzheimerovou nemoci maji o néco nizs$i mnozstvi protilatek proti

tau proteinu v krevnich sérech.

o Median [_] 25%-75% _]_ Hranice pro odlehlé hodnoty < Odlehlé hodnoty
60000 #  Extrémni hodnoty *

50000 #
40000

30000

20000

10000

Hladiny protilatek [arb.j.] na rekombinantni lidsky tau protein

o
—L [
0 1
Diagndza

Obr. 254: Krabicovy graf pro porovnani hladiny protilatek [arb.j.] mezi pacienty s AN

(1) a normalnimi seniory (0) pro rekombinantni lidsky tau protein (tabulka 4)

Byly provedeny tfi statistické neparametrické dvouvyberové testy: Mann-Whitneyuv,
Kolmogorovtv-Smirnovuv a Walduv-Wolfowitzav test. Pro Mann-Whitneytav U test vysla
p-hodnota 0,02 a tedy mensi nez 0,05, na dané hladiné vyznamnosti se tedy zamita nulova
hypotéza o totoznosti hladiny protilatek proti tau proteinu u pacientl s AN a normalnich
seniort. Podle Kolmogorova-Smirnova testu, kde p- hodnota je také mensi nez 0,05, se
také zamita nulova hypotéza, ze hladiny protilatek proti tau proteinu u pacientii s AN a

normalnich seniorii jsou shodné. Nakonec byl jeste¢ proveden test Waldiv-Wolfowitziiv,
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ktery je ale slabsi a pouZziva se spiSe u ndhodnych vybért lisicich se posunutim, rozptylem

nebo tvarem. U tohoto testu vysla p-hodnota pro asymptotickou testovou statistiku Z 0,57.

Na dan¢ hladin€ vyznamnosti 0,05 se nezamita nulova hypotéza, ze hladiny protilatek proti

tau proteinu u pacient s AN jsou shodné jako u normalnich seniort.

U vybranych vzorkl byla testovana linearita odezvy proti rekombinantnimu tau

proteinu. Pfislusné vzorky byly pfipraveny ve tfech riznych fedénich (200x, 400x a 600x)

a hladiny protilatek byly stanoveny z kalibra¢ni fady standardu (kapitola 5.8.2) interpolaci

v programu GraphPad Prism 3. Hodnoty byly vynasobeny faktorem fedéni a ziskané

hladiny protilatek v arbitrarnich jednotkach zpracovany v programu GraphPad Prism 3.
Vysledky jsou vidét v Tabulce 5 a na Obr. 26 a 27.

Tabulka 5: Linearita odezvy v zavislosti na mnozstvi protilatek [arb.j.] méreném na

rekombinantnim lidském tau proteinu v krevnich sérech

Pacienti s Alzheimerovou nemoci Normalni seniofi
Hladiny Hladiny
IdentifikaCni ul protilatek Identifikaéni Ml protilatek
Cislo séra Redéni sera/jamku [arb.j.] Cislo séra Redéni sera/jamku [arb.j.]
644 600x 0,083 8184 3 600x 0,083 18 034
400x% 0,125 7730 400x% 0,125 18 086
200x 0,25 8027 200x% 0,25 19 359
246 600x 0,083 9474 186 600x 0,083 26 160
400x% 0,125 10724 400x 0,125 23818
200x 0,25 9379 200x% 0,25 24 158
182 600x 0,083 8137 221 600x 0,083 10 959
400x% 0,125 8 357 400x 0,125 8831
200x 0,25 9074 200x 0,25 8732
518 600x 0,083 5019 43-1 600x 0,083 11141
400x% 0,125 4789 400x 0,125 10 604
200x 0,25 5 390 200x% 0,25 12 015
201-1 600x 0,083 14 407
400x% 0,125 14 621
200x% 0,25 17 786
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Obr. 26: Linearita odezvy pro séra normdalnich seniorii
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Obr. 27: Linearita odezvy pro séra pacientii s AN

Vybrané vzorky vykdzaly celkem dobrou linearitu pro tfi fedéni. Znovu je vidét nizsi
mnozstvi protilatek proti tau proteinu u pacientii s AN.

Dale byla porovnana blokace desky 1% BSA v PBS a 5% odtu¢nénym mlékem
(kaseinem) v 0,1 M uhli¢itanovém pufru. Vybrané vzorky byly pfipraveny ve dvou
fedénich (200x a 400x) a hladiny protilatek pro tyto vzorky byly stanoveny z kalibra¢ni
fady standardu uvedenym v postupu 5.8.2. Tyto hodnoty byly vynasobeny faktorem fedéni.
Deska byla rozdélena na dvé stejné poloviny s obsahem stejnych vzorki 1 standardu. Jedna
polovina desky byla blokovana 1% BSA a druha polovina 5% odtu¢nénym mlékem. Jako

vhodnéjsi se ukéazala blokace 1% BSA, kterd byla pouZzita na stanoveni vSech 77 krevnich
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sér. Blokace 5% odtu¢nénym mlékem vykazovala vyssi hodnoty substratovych kontrol jak
pro standard, tak pro vzorky.

Tyden od stanoveni vSech 77 krevnich sér bylo provedeno jesté jedno stanoveni za
stejnych podminek, aby se vyzkousSela opakovatelnost méteni. Pro opakované méfeni bylo
vybrano 22 krevnich sér, 7 krevnich sér normalnich seniord a 15 sér pacienti s AN.
Vysledky jsou vidét v Tabulce 6. Tyto vysledky byly porovnany v programu
STATISTICA 9 neparametrickym parovym testem. Jeden vzorek se nepodaiilo stanovit

s vybranou kalibra¢ni fadou a nebude zahrnut do statistického zpracovani.

Tabulka 6: Hladiny protilatek [arb.j.] na rekombinantni lidsky tau protein v sérech pro

opakovatelnost méreni

Normalni seniofi Pacienti s Alzheimerovou nemoci

Hladiny Hladiny Hladiny Hladiny

protilatek  protilatek protilatek  protilatek
Identifikacni [arb.j.] [arb.j.] Identifikaéni [arb.j.] [arb.j.]
Cislo séra 1. méfeni 2. méreni Cislo séra 1. méfeni 2. méreni

59 8876 5719 502 6 835 7875
233 10412 6 840 528 9092 10 625

57 - - 541 23543 10 684
231 10 365 5 869 562 3732 3691
249 6 843 4849 688 3091 3131
221 7 464 12 566 720 7 682 5928
222 3106 2 357 508 3165 5285
533 5702 6 108
561 5 750 5386
573 5985 6 731
692 2112 2321
581 6 587 6 557
587 2726 3107
615 5726 4 800
633 2720 2251

Znovu byl proveden K-S test normality, ve kterém se ukazuje, Ze data také nepochazeji
z normalniho rozdéleni. Dosazena hladina Lilieforsova testu, p-hodnota je mensi nez 0,05

a proto zamitame nulovou hypotézu o normalité rozdéleni dat.
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Potet pozorovéni

K-S d=,18005, p> 20; Liliefors p<,05

Potet pozorovani
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K-S d=,17060, p> .20, Liliefors p<,10
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Obr. 28: Histogram hladiny protilatek pro 21 sér (AN+NOS) (4) pro 1. méreni, (B) pro

Obr.
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Obr.

2. méreni na rekombinantnim lidském tau proteinu (tabulka 6)
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29: N-P diagram hladiny protilatek pro 21 sér (AN+NOS) (A) pro I. méreni, (B)

12000

pro 2. méreni na rekombinantnim lidském tau proteinu (tabulka 6)
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30: Q-0 diagram hladiny protilatek pro 21 sér (AN+NOS) (A) pro 1. méreni, (B)

pro 2. méreni na rekombinantnim lidském tau proteinu (tabulka 6)

Podle diagramti a histogrami (Obr. 28-30) nepochazeji data z normalniho rozdéleni,

proto byl pouzit neparametricky parovy test.
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Obr. 31: Krabicovy graf opakovatelnosti mereni pro 21 krenich sér (AN+NOS) na

rekombinantnim lidském tau proteinu (tabulka 6)

Provedenim parového Wilcoxonova testu byly ziskany hodnoty: T (hodnota testové
statistiky) rovna 89 a p-hodnota rovna 0,36. T hodnota je vyssi nez kriticka hodnota T na
hladin€ vyznamnosti 0,05. Stejné¢ i1 p-hodnota je vy$8i nez 0,05, na dané hladiné
vyznamnosti nezamitdme nulovou hypotézu fikajici, ze hladiny protildtek proti tau

proteinu jsou shodné pro 1.1 2. méfeni.

6.5.3  Stanoveni protilatek proti tau proteinu v sérech kraliku

Stanoveni protilatek proti tau proteinu v sérech kraliki mélo potvrdit tvorbu protilatek
béhem imunizace. Kazdému kréalikovi byla minimalné tyden po kazdé injekci odebrana
krev a sérum z Krve bylo pouzito na stanoveni hladiny protilatek, viz kapitola 4.8.3. Prvni
imunizace prob¢hla 5. 11. 2010 a krev byla odebrana 18. 11. 2010. Druhé injekce byla
vpravena 3. 12. 2010 a krev pro stanoveni titru protilatek byla odebrana 13. 12. 2010.
Posledni imunizace se uskute¢nila 21. 12. 2010 a 29. 12. 2010 byli kralici vykrveni.

Tabulka 7 uvadi absorbance pii 450 nm po odecteni substratové kontroly po prvni
injekci pro kralika 1 Rbl1/1, kralika 2 Rb2/1, krélika 3 Rb3/1 a dalsi vysledky po druhé a

treti injekci popsané obdobné. Sloupec pl/jamku uddva mnozstvi séra nanesené na jamku.
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Rb kontrola oznacuje hodnoty pro krali¢i sérum bez protilatek proti tau. Prubéh imunizace

1ze vidét na Obr. 32-34.

Tabulka 7: Titr protilatek proti tau antigenu pri opakované imunizaci tri kraliki

Asso
pl/jamku Rb 1/1 Rb 2/1 Rb 3/1
6,86E-05 0,014 0,005 0,012
2,06E-04 0,010 0,007 0,002
6,17E-04 0,001 0,003 -0,012
1,85E-03 -0,030 0,008 0,017
0,006 0,022 -0,008 0,045
0,017 0,036 0,093 0,077
0,050 0,189 0,231 0,218

Asso
pl/jamku Rb 1/3 Rb 2/3 Rb3/3
6,86E-05 0,014 0,008 0,012
2,06E-04 0,039 0,022 0,029
6,17E-04 0,101 0,067 0,062
1,85E-03 0,185 0,100 0,131
0,006 0,572 0,381 0,397
0,017 1,835 0,879 1,099
0,050 2,727 1,773 2,167

Ausso
pl/jamku Rb 1/2 Rb 2/2 Rb 3/2
6,86E-05 0,069 0,007 0,009
2,06E-04 0,011 0,003 0,002
6,17E-04 0,018 0,014 0,013
1,85E-03 0,023 0,060 0,029
0,006 0,087 0,050 0,064
0,017 0,208 0,178 0,187
0,050 0,568 0,518 0,441
Ausso
Rb
wl/jamku kontrola
0,050 0,229
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Obr. 32: Titr protilatek proti tau antigenu PO prvai imunizaci pro vsechny tri kraliky
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Obr. 33: Titr protilatek proti tau antigenu po druhé imunizaci pro vSechny tii kraliky
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Obr. 34: Titr protilatek proti tau antigenu PO treti imunizaci pro vsechny tri kraliky

Obr. 32-34 pro 1., 2. a 3. imunizaci zobrazuji nartst absorbance v zavislosti na mnozstvi

protilatek proti tau proteinu, které se béhem imunizace U kralika tvofilo.
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Obr. 35: Pritbeh tvorby protilatek proti tau proteinu béhem imunizace u prvniho kralika

Obr. 35 ukazuje prubéh vsech tii imunizaci u kralika ¢islo 1.
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Diskuze

Tato diplomova prace se zabyva piipravou rekombinantniho tau proteinu v bakteriich a
jeho naslednym vyuzitim v detekci Alzheimerovy nemoci. Tau je protein asociovany
s mikrotubuly a podili se na jejich stabilizaci. Nerozpustny tau protein se nachazi
V intraneuronalnich neurofibrilarnich  klubickach. Za patologickych podminek je
rovnovaha vazéani tau k mikrotubulim narusena, coz ma za nasledek abnormalni zvySeni
poctu volného nenavazaného tau. Je pravdépodobné, Zze vétsi koncentrace tau v cytosolu
zvySuje Sanci, ze dojde k patologickym zménam, které postupné povedou k agregaci a
fibrilizaci tau [13]. Stanovenim protilatek proti celkovému tau proteinu se mizeme pokusit
diagnostikovat Alzheimerovu nemoc jiz v raném stadiu.

V této praci bylo stanoveno ELISA metodou mnozstvi protilatek proti mnou
pfipravenému rekombinantnimu lidskému tau proteinu v sérech pacienti s AN a
normalnich seniorti. Cilem bylo odli$it normalni seniory od lidi s AN a porovnat tyto
vysledky stesty nabovinnim tau proteinu. Vysledky na bovinnim tau proteinu byly
ziskany od Mgr. Jany Svarcové a nebyly jesté publikovany.

Pro bakteridlni rekombinantni expresi tau proteinu byl pouZit expresni vektor
pT7C_hTau40, ktery byl darem z laboratofe L. I. Bindera. Plazmid obsahujici tento vektor
byl transformovan do kompetentnich bun¢k E. coli BL21 (DE3) a BL21 (DE3) (RIL). Tyto
buniky se b&zné pouZzivaji pro pfipravu proteinii. Pfi selekci bunék a vhodného klonu se
ukazaly jako nejlepsi buitky BL21 (DE3). VyzkouSeno bylo, jak skladovani bun¢k v -80°C
a ve 4°C ovliviigyje vytézek proteinu. Optimalnim feSenim bylo pouzit bunky cerstvé
transformované, protoze skladovanim se sniZuje mnozstvi exprimovaného proteinu a
zvySuje se mnozstvi kontaminantd (Obr. 8 a 9). Dale byly optimalizovany podminky doby
indukce a mnozstvi induktoru. Ukdazalo se, ze se zvySujici se koncentraci induktoru az do 1
mM koncentrace se zvySuje mnozstvi exprimovaného proteinu (Obr. 10). Nakonec byla
vybrana koncentrace 0,5 mM IPTG a to z ekonomického diivodu a také kvili toxicité
IPTG ve vyssich koncentracich. Optimalni ¢as indukce byl 4,5 hodiny. Buniky dobfe rostly
ve 37°C.

Velkoobjemova produkce byla uskuteénéna v 0,5 | Luria-Bertani média s antibiotikem
ampicilinem. Vytéznost velkoobjemové produkce byla okolo 1 mg na 0,5 1 LB média.

Vytéznost nebyla vysoka pravdépodobné kvili castecné degradaci proteinu béhem
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purifikace a to i pfes pouziti inhibitoru proteaz PMSF. Purifikace by méla probéhnout v co
nejkratsi dobé (1 den) podle doporuceni Dr. Francisca Garcia-Sierry. Bohuzel tyto
podminky se nepodafilo splnit.

Proteiny mohou byt exprimovany do média, cytoplazmy anebo pokud jsou pro buiky
toxické do inkluznich télisek. Lokalizace proteinu byla zjiSténa diferencni centrifugaci
bunécného lyzatu. Podle Obr. 12 byl tau protein vylu¢ovan do cytoplazmy bakterialnich
bun¢k. Tau protein byl zcytoplazmy purifikovan afinitni chromatografii, kterou
nasledovala gelova chromatografie. Kone¢nym krokem byla ionexova chromatografie.

Afinitni chromatografie prob¢hla na koloné naplnéné Ni NTA agarézou. Tato metoda
nebyla dostate¢na pro piecisténi proteinu (Obr. 13). Pufr, kterym byla kolona s proteiny
promyvana, obsahoval vysokou koncentraci NaCl. Vysoka koncentrace NaCl brani vazbé
nukleovych kyselin na pozitivné nabité skupiny tau proteinu. Takto jsou také nukleové
kyseliny ¢aste¢né odstranény z roztoku proteint [57]. Zpocatku bylo ptidavano do pufri na
afinitni chromatografii DTT o koncentraci 1 mM, aby se zabranilo oxidaci cysteini v
molekule tau proteinu [57]. Bohuzel dochazelo k poskozeni Ni NTA agardzy a muselo se
od tohoto kroku ustoupit. Dale bylo pfidavano DTT o koncentraci 1 mM jen k proteinu
pted gelovou a ionexovou chromatografii.

Sloucené frakce z afinitni chromatografie byly zakoncentrovany v koncentratorech
Amicon-Ultra 15 (30K). Zakoncentrované proteiny byly ptecistény dale na koloné
Superose 12 HR 10/30 (Obr. 14). Na Obr. 15 je vidét 10% SDS-PAGE gel, ktery ukazuje
prouzky proteind v potadi, jak se eluovaly z kolony. Je patrné, Ze nejprve byly eluovany
proteiny s mensi a pak s vétsi molekulovou hmotnosti. U gelové chromatografie by tomu
mélo byt ale naopak. Molekuly, které se ukazuji na gelu kolem hmotnosti 50 kDa, spolu
vytvareji dimery, které jsou ale pfi elektroforéze s SDS a merkaptoethanolem redukovany
na monomery. Proto jsou na gelu vidét S nizkou molekulovou hmotnosti. Pfi této purifikaci
nebyl pouzit NaCl. Z n€kolika pokust bylo zjisténo, ze se proteiny na kolonu nevazou
nespecifickymi vazbami. Proto mohla byt tato kolona pouzita zaroven na odsoleni frakci
ptfed ionexovou chromatografii. Nanaska na kolonu byla kolem 0,75 ml roztoku proteinii a
byla pro preparativni ucely jest¢ vyhovujici. Tento krok byl diilezity hlavné pro odstranéni
interagujicich molekul (pravdépodobné nukleovych kyselin), které v ionexové

chromatografii zpisobovaly Spatné déleni proteind.

84



Sloucené odsolené frakce obsahujici tau protein byly naneseny na kolonu Mono-S 5/50
GL. Po kazdém purifika¢nim kroku byla pfitomnost tau proteinu ovérena elektroforeticky a
metodou Western-blotting (Obr. 13, 15, 17, 18 a 19). Pouzitou primarni protilatkou byla
monoklonalni protilatka anti-tau 46.1, ktera je darem od Dr. Francisca Garcia-Sierry. Tato
protilatka je specificka jen pro tau protein. Jeji epitop je v C-konci proteinu (L**-L*%),
ktery obsahuje motivy vazajici mikrotubuly [42].

Purifikovany protein byl vyuzit na kompetitivni ELISA metodu. Experiment byl
proveden pro tii fedéni primarni monoklonalni protilatky anti-tau 46.1. Z Obr. 20 je vidét,
ze ke kompetici dochdzi. Snizeni signalu se projevuje az pro 500 ng tau proteinu
vV kompetujicim roztoku a neni pfili§ vyrazné. Bylo by vhodnéjsi zvolit vy$$i mnozstvi tau
v kompetujicim roztoku. Tento experiment byl proveden pro zjisténi, zda se tau protein
vaze na mikrotitracni desti¢ku a nebyl dale optimalizovan.

Hlavnim ukolem diplomové prace bylo stanovit protilatky proti tau proteinu v sérech
pacienti s AN a normalnich seniort. Vzorky 36 normalnich seniorG slouzily jako
kontrolni. Celkem bylo zméfeno 77 vzorkl krevnich sér, 36 sér kontrolnich a 41 sér
pacientd s AN. Metodika byla upravena podle literatury [58] a zkuSenosti laboratornich
pracovnikda.

Na zméteni mnozstvi protilatek v lidském krevnim séru byly pouzity trochu jiné desky a
sice NUNC Maxisorp Strip, které se podle n€kolika pokust ukazaly jako vhodné&jsi oproti
deskdm NUNC Maxisorp pouzitym v kompetitivni ELISE. Desky NUNC Maxisorp totiz
vykazovaly vyss§i hodnoty substratovych kontrol pro séra pacientll i normalnich seniort.
protoze byly povazovdny za nulu a nebyly od samotnych vzorkii odecitdny. Toto
zpracovani dat bylo pievzato od Mgr. Jany Svarcové, aby se mohly porovnavat vysledné
hladiny protilatek zméfené na rekombinantnim lidském a komerénim bovinnim tau
proteinu. Také referen¢ni vinova délka 620 nm, ktera mé&fi pozadi desticky, byla zavedena
po doporu¢eni Mgr. Jany Svarcové.

Standard pro stanoveni mnozstvi protilatek v lidském krevnim séru byl pfipraven dle
postupu popsaného v metodach, aby se ziskala linedrni kalibra¢ni fada. Stejné vzorky byly
stanoveny jak s rekombinantnim lidskym tak i S komerénim bovinnim tau proteinem a
vysledky byly porovnany v programu STATISTICA 9 (Obr. 24). Na krabicovém grafu je

vidét, Zze tato dvé meéfeni se neshoduji. Podle vysledki neparametrického parového
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Wilcoxonova testu, kde p- hodnota vysla rovna 3E-10, je jasné, Ze hladiny protilatek
meéfené na rekombinantnim lidském a komerénim bovinnim tau proteinu se lisi. Odchylky
téchto dvou méfeni od sebe mohou byt zplisobeny napt. rozdilnym ptivodem tau proteinu,
protoze rekombinantni protein je lidského pivodu a komeréni je bovinni. Tyto dva
proteiny se c¢aste¢né¢ lisi svou aminokyselinovou sekvenci a také tim, ze jen lidsky tau
protein je schopen agregovat do PHF [59]. Také pfitomnost histidinové Kkotvy
Vv rekombinantnim tau proteinu muze hrat jistou roli. Rekombinantni lidsky tau protein
neni zcela &isty. Cistota tau proteinu je asi 80%, neéistoty se mohou podilet na odlisnych
vysledcich mezi rekombinantnim lidskym a bovinnim tau proteinem. Pro dalsi piecisténi
bude vyzkousena HPLC chromatografie na reverzni fazi, protoze tau protein je stabilni
v roztocich silnych kyselin, aniz by ztracel svou funkci. Dale bude také vyuzita jeho
tepelna stabilita [9].

Vysledné hladiny protilatek proti tau proteinu u kontrol a pacientti s AN byly porovnany
neparametrickymi neparovymi testy: Mann- Whitney U test, Kolmogoroviv-Smirnoviv
test a Waldtv-Wolfowitzuv test. Podle M-W U testu se hladiny protilatek u pacientd s AN
a normalnich seniori proti tau proteinu 1i8i, stejny vysledek vysel i pro test K-S. W-W test,
prokazal shodu mezi hladinami protilatek u AN a NOS. Tento test je ale slabsi nez M-W U
test a zavisi nejen na posunuti vybéru, ale také na rozptylu a tvaru vybéra. Obr. 25
potvrzuje, ze pacienti s AN maji vV sérech niz§i mnozstvi protilatek proti tau proteinu nez
normalni seniofi. Tento vysledek je ve shod¢ s vysledky na bovinnim tau proteinu, které
nebyly jesté publikovany. S nardstajicim vékem dochazi k fyziologickému zvyseni hladiny
celkového tau proteinu, proto maji normalni seniofi pomérné vysoké hladiny protilatek
proti tau proteinu. Vysvétlenim niz8i hladiny protilatek proti tau proteinu u pacienti s AN
muze byt, Ze je u takto nemocnych lidi snizend imunitni odpovéd’ organismu a tim snizena
produkce protilatek. Dal§im vysvétlenim miiZze byt tolerance organismu na vysoké
koncentrace tau proteinu. Protoze kvili vysokym koncentracim tau proteinu
vV mozkomiSnim moku, které¢ by odpovidalo nadprodukci protilatek, by dochazelo
K negativnim vlivim imunitniho systému na organismus [60, 61]. Dale muze byt hladina
protilatek snizena kvili tvorbé imunokomplext, které nejsou detekovatelné [60]. A v
neposledni fad¢ také proto, ze protilatky proti nativnimu tau proteinu mohou byt jiné nez

proti nemocnému proteinu.
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U vybranych vzorkid bylo testovano, zda se u nich projevuje linearita odezvy proti tau
proteinu. Pro vybrand séra byla pfipravena tfi fedéni (200%, 400x a 600x). Vysledky jsou u
vétsiny vzorki pozitivni, objevuje se u nich linearita (tabulka 6). Z Obr. 26 a 27 je ziejmé,
ze hodnoty normalnich seniort jsou vyssi nez u pacientli s AN. Pro vSechna stanoveni sér
byla pouzita blokace desticky 1% BSA v PBS, protoze pii blokaci desticky 5%
odtu¢nénym mlékem (kaseinem) v uhli¢itanovém pufru se objevily vysoké hodnoty pro
substratové kontroly. Nevhodnost pouziti mléka pro blokaci desky mulze byt déna
vyskytem protilatek proti kaseinu v krevnim séru.

Po tydnu od zméfeni vSech 77 krevnich sér byl zopakovan pokus pro jednu desku s 22
krevnimi séry. Bylo pouzito 7 krevnich sér od normalnich seniorti a 15 sér od pacientl
SAN. Pro jedno sérum se nepodafila stanovit hladina protilatek. Podle Obr. 31 a
jednovybérového parového Wilcoxonova testu se tato dvé méteni shoduji. Byla potvrzena
opakovatelnost méteni pro 21 krevnich sér.

Purifikovany protein byl pouzit na imunizaci tii kralik a tim na ptipravu polyklonalni
protilatky proti tau proteinu. Imunizace byla provedena celkem tiikrat v intervalu 3-4
tydnt. Pokazdé injekci byla kralikiim minimalné tyden po vpichu odebrana krev. V téchto
vzorcich byl ELISA metodou stanoven titr protilatek pro kazdého kralika (Tabulka 10). Po
kazdé injekci smési adjuvants s proteinem doSlo k naristu absorbance v zévislosti na
mnozstvi protilatky proti tau proteinu v séru kralika (Obr. 32-34). Na Obr. 35 je vidét
shrnuti vSech tfi imunizaci pro prvniho kréalika. Po tfeti imunizaci doSlo k vyraznému
naristu mnoZzstvi polyklonalni protilatky v séru prvniho kralika. Protilatka bude
v budoucnu piecisténa na imuno-afinitni koloné a bude k tomu zapotiebi né€kolik mg tau
proteinu.

Protein pouzity na imunizaci obsahoval histidinovou kotvu, kterd by neméla mit
antigenni Uc¢inek, a proto nebyla odstranéna pted samotnou imunizaci.

Nebylo testovano, jestli pfipraveny rekombinantni lidsky tau protein stabilizuje
mikrotubuly. Pfi skladovani proteinu pti 4°C v pufru B na ionexovou chromatografii, ktery
obsahoval 1 mM azid sodny, nedochazelo k degradaci. Pokud byl protein zamrazen
vtomto pufru dochazelo k c¢astecné degradaci, ale pokud pufr obsahoval imidazol
dochazelo k uplnému vysraZzeni tau proteinu. Stejné zkuSenosti S nestabilitou
rekombinantniho tau proteinu pii zamraZeni maji i jiné laboratofe. Konzultace tykajici se

stability tau proteinu probéhla pouze ustné s Mgr. Barborou Jankovi¢ovou z Fakulty
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chemicko-technologické v Pardubicich, kde pracuji s komer¢nim rekombinantnim lidskym
tau proteinem.

Dalsi vyzkum bude zaméten na vyvoj ELISA metod pro protilatky proti zkracenym
formam tau proteinu v krevnim séru. Bude piecisténa polyklonalni protilatka proti tau
proteinu z krali¢iho krevniho séra, ktera bude pouzita pro zavedeni sendvi¢ové ELISA

metody na detekci tau proteinu a jeho variant v mozkomi$nim moku pacient s AN.
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Z.avér

V této diplomové praci se podafilo pfipravit rekombinantni lidsky tau protein
Vv bakteriich E. coli. Pfipraveny tau protein byl ziskan v dostatecné Cistoté pro ELISA
metody a imunizaci. S relativné Cistym tau proteinem se podafilo stanovit mnozstvi
protilatek v krevnich sérech pacientd s AN a normalnich seniorii. Prokazala se urcita
odliSnost mezi normélnimi seniory a pacienty S AN. Ziskané¢ vysledky se shoduji
S hodnotami ziskanymi na komer¢nim bovinnim tau proteinu.

Imunizace krélikti prob¢hla tuspésné. Hladina protilatek v krali¢im séru proti

rekombinantnimu lidskému tau proteinu byla ovétena ELISA metodou.
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