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Summary

Tau is a microtubule-associated protein important for the assembly and stabilization of microtubules. Six
tau isoforms are produced in the central nervous system from one single gene as a result of the alternative
splicing of exons 2, 3 (N-terminal part) and exon 10 (C-terminal part). The shortest isoform (2-3-10-, ON 3R)
is characteristic for fetal brains, whereas the remaining (2+3-10-, 1N 3R; 2+3+10-, 2N 3R; 2-3-10+, ON 4R;
2+3-10+, 1N 4R; 2+3+10+, 2N 4R) for adult brains.

The aim of the study was to establish a profile of tau protein variants in the C57BL/6J mouse frontal cortex
during the aging process. The total RNA was isolated from tissues, followed by reverse transcription and PCR
reaction. It was found that the sequence encoded by exon 10 was absent in the youngest 5-day old newborns
(isoform 3R), while it was present in 21, 70 and 140-day old animals (isoform 4R). The most abundant isoform
in 5-day old mice was 1N and accounted for 66% of the total tau protein. The percentage of 1N isoforms
lowered with age and was 31% in 140-day old animals. The total percentage of ON isoforms was 11% in S-day
old mice and was approximately threefold lower than in each of the older groups. It may be concluded that

alternative splicing of the tau protein undergoes age-dependent regulation in the mouse brain cortex.
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Mechanizmy starzenia si¢ komorki oraz calego or-
ganizmu sa procesami wysoce skomplikowanymi i jak
dotad nie do konca poznanymi. Pewne jest, ze wraz
z wiekiem zwigksza sig ryzyko zachorowania na wie-
le chorob, w tym zwiazanych z neurodegeneracja i no-
wotworzeniem.

Biatko tau nalezy do rodziny biatek zwiazanych
z mikrotubulami (microtubule-associated proteins,
MAPs) (16). Odgrywa ono istotna rolg¢ w regulacji tem-
pa polimeryzacji mikrotubul, przez co bierze udziat
w utrzymywaniu ksztattu komorek. Biatko tau ulega
ekspresji gtownie w neuronach osrodkowego uktadu
nerwowego (13). W pewnych warunkach moze ono
podlega¢ modyfikacjom, gtownie przez fosforylacje,
ale tez ubikwitynacje, glikozylacje 1 glikacje (15). Nad-
miernie ufosforylowane izoformy biatka tau sa gtow-
nymi skladnikami blaszek neurofibrylarnych, typo-
wych dla schorzen neurologicznych, zwanych tauopa-
tiami, do ktorych naleza: choroba Alzheimera, poste-
pujace porazenie nadjadrowe, zwyrodnienie korowo-
podstawne oraz stwardnienie boczne zanikowe (SLA)
wraz z odmiang SLA z wyspy Guam (14).

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego PBZ-MIN-001/P05/08.

Na skutek alternatywnego sktadania, na matrycy
pojedynczego genu powstaje 6 rdznych form mRNA
1 w konsekwencji 6 izoform biatka tau rozniacych si¢
wielkos$cig oraz obecnoscia lub brakiem trzech inser-
tow kodowanych przez eksony 2, 3110 (1). Fragmen-
ty kodowane przez eksony 2 i 3 znajduja si¢ w N-kon-
cowej czesci biatka 1 odgrywaja role w stabilizacji oraz
organizacji aksonow (2, 6). Sa rowniez zaangazowa-
ne w przekaznictwo sygnatéw w komorce poprzez
oddziatywanie z rodzina kinaz tyrozynowych src oraz
z fosfolipaza C (7, 10). Ekson 10 koduje jedna z czte-
rech wysoce homologicznych domen zlokalizowanych
w czesci C-koncowej biatka tau. Domeny te wiaza
mikrotubule 1 sa odpowiedzialne za ich stabilizacje
oraz tempo polimeryzacji (zwigkszenie szybkosci po-
limeryzacji i hamowanie depolimeryzacji) (4, 9). Brak
fragmentu kodowanego przez ekson 10, w efekcie cze-
go zamiast izoformy 4R powstaje izoforma 3R, po-
woduje zmniejszenie powinowactwa biatka tau do
mikrotubul i ma istotne znaczenie dla plastycznosci
komorek nerwowych w trakcie ich réznicowania (11).

Celem obecnej pracy bylto ustalenie wariantow skta-
dania biatka tau w mézgu zdrowych myszy (szczepu
C57BL/6J) w zaleznosci od wieku. Przedstawione
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badania sa czg$cia projektu, ktorego celem jest okres-
lenie roli biatka tau w procesie neurodegeneracji.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 24 myszach, samcach szcze-
pu C57BL/6J, podzielonych na cztery grupy wiekowe:
5-dniowe noworodki, 21-dniowe myszy mtode (natychmiast
po oddzieleniu od matki i zmianie odzywiania na state),
70- i 140-dniowe zwierzeta doroste. W kazdej grupie byto
po 6 myszy. Myszy pochodzity ze Zwierzgtarni Centrum
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN. Natychmiast
po dekapitacji izolowano korg ptata czolowego mézgu, a z
niej catkowite RNA (NucleoSpin® RNA II, MN, Germany,
wedtug instrukcji producenta).

W celu okreslenia alternatywnych wariantow skladania
mRNA dla biatka tau, przeprowadzono reakcj¢ RT-PCR.
Jako wewnetrzna kontrole oznaczano ekspresje¢ mRNA
rybosomalnego biatka S12 (housekeeping gene). Produkty
reakcji PCR rozdzielano w zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny. Poziom ekspresji poszczegdlnych izoform
biatka tau okreslano potilosciowo jako stosunek gestosci
optycznej (OD) prazka tau do gestosci optycznej prazka
S12. Warto$ci wyrazajace ekspresje izoform ON (2-3-), IN
(2+3-) 1 2N (2+3+) sumowano, a nastgpnie obliczano pro-
centowy udziat poszczegolnych izoform. Obecno$¢ lub brak
fragmentu kodowanego przez ekson 10 stwierdzano na
podstawie wielkosci produktu reakcji PCR (12).

Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne
zuwzglednieniem odchylenia standardowego (SD). Kazde
oznaczenie wykonywano w dwoch powtdrzeniach. Anali-
zg statystyczna przeprowadzono testem istotnosci t-Studenta
przy pomocy programu Statistica software (StatSoft 6.1).

Badania przeprowadzono za zgoda II Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach przy Aka-
demii Medycznej w Warszawie (nr 69/2002 i nr 36/2004).

Wyniki i omowienie

Stwierdzono, ze catkowita ekspresja biatka tau
w korze ptata czotowego 5-dniowych noworodkow
mysich wynosita 7,53 i1 byta prawie dwukrotnie wyz-
sza niz u zwierzat mtodych (21-dniowych) i dorostych
(70-dniowych), gdzie wynosita odpowiednio 4,31
14,23. U myszy starszych (140-dniowych) catkowita
ekspresja biatka tau spadata do wartosci 3,37.

Badajac alternatywne sktadanie eksonow 2 1 3
mRNA biatka tau, stwierdzono najwyzszy poziom
ekspresji izoformy 1N w korze mozgowej 5-dniowych
noworodkow, ktory wynosit 5,0 £ 0,8 (66% catkowi-
tej ilosci biatka tau) (ryc. 1 i 2). Poziom ekspres;ji tej
izoformy spadal gwaltownie u myszy 21-dniowych,
gdzie wynosit 1,55 + 0,33, a wigc byt ponad 3-krotnie
nizszy niz u 5-dniowych zwierzat. W starszych gru-
pach wiekowych obnizat si¢ nieznacznie i u 70-dnio-
wych myszy wynosit 1,47 + 0,16, a u 140-dniowych
1,04 +£ 0,28 (ryc. 1).

Poréwnujac poziom ekspresji poszczegolnych izo-
form stwierdzono, ze w korze plata czotowego zwie-
rzat mtodych (21-dniowych) ekspresja izoform 1N
12N byta podobna (1,55+0,3311,52+0,18), ale zna-
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Ryec. 1. Ekspresja izoform biatka tau w mézgu myszy w zalez-
nosci od wieku

Objasnienia: Ekspresjg¢ izoform ON (2-3-), IN (2+3—-) 12N (2+3+)
oznaczano w korze ptata czotowego metoda RT-PCR, jak poda-
no w rozdziale Materiat i metody. Kazdy wynik jest §rednia = SD
z oznaczen wykonanych na 6 myszach w dwdch powtorzeniach
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Ryc. 2. Procentowy rozklad izoform bialka tau w korze plata
czolowego mézgu myszy w zaleznosci od wieku

Objasnienie: Za 100% przyjeto catkowita ekspresj¢ biatka tau
w poszczegolnych grupach wiekowych

miennie wyzsza niz izoformy ON (1,24 £+ 0,11, p <
0,01). U zwierzat dorostych (70-dniowych) poziom
ekspresji poszczegodlnych izoform byt analogiczny jak
w grupie mtodych i wynosit 1,27 + 0,12 (ON), 1,47 +
0,16 (IN) 1 1,49 + 0,23 (2N). Ekspresja izoform 1N
1 2N w tej grupie wiekowej byta znamiennie wyzsza
niz izoformy ON (p < 0,01). W grupie zwierzat naj-
starszych (140-dniowych) poziom ekspresji poszcze-
golnych izoform wynosit: 1,08 £0,26 (ON), 1,04+ 0,28
(IN) 11,25+ 0,34 (2N) — réznice nie byty istotne sta-
tystycznie (ryc. 1).

W korze ptata czotowego 5-dniowych noworodkow
procentowy rozktad poszczegdlnych izoform, podob-
nie jak poziom ekspresji, r6znil si¢ wyraznie od ob-
serwowanego w pozostatych grupach wiekowych
(ryc. 2). Wraz z wiekiem zmniejszat si¢ procentowy
udzial izoformy 1IN (z 66 do 31%) na korzys¢ pozo-
statych izoform, ktérych ekspresja wzrastala w przy-
padku izoformy ON z 11 do 32%, a w przypadku izo-
formy 2N z 22 do 37% (ryc. 2).
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Ryc. 3. Identyfikacja wariantéw skladania czeSci C-konco-
wej biatka tau w korze plata czolowego mézgu myszy pod-
czas starzenia

Objasnienia: Zmienne sktadanie eksonu 10 badano w korze czo-
towej metoda RT-PCR, jak podano w rozdziale Materiat i meto-
dy. MW — marker wielkosci; 1 — myszy 21-dniowe; 2 — myszy
70-dniowe; 3 — myszy 140-dniowe; 4 — myszy 5-dniowe

Ponadto, u badanych noworodkéw mysich nie wy-
kazano obecnos$ci sekwencji kodowanej przez ekson
10, ktéra byta obecna we wszystkich pozostatych gru-
pach zwierzat (ryc. 3). Stwierdzono wigc, Ze u 5-dnio-
wych myszy, podobnie jak u 8-dniowych szczurdw (8),
w wyniku zmiennego skladania eksonu 10 powstaje
izoforma 3R. U szczura ekspresja tej izoformy spada
gwattownie po 8 dniach od urodzenia, zanikajac cat-
kowicie u osobnika dorostego (8, 12). Izoforma 3R
nie wystepuje takze w mdzgu mtodych (21-dniowych)
1 dorostych (70- 1 140-dniowych) myszy, u ktorych,
podobnie jak u szczura (12), obecna jest izoforma 4R
(ryc. 3). W przeciwienstwie do myszy i szczura u czto-
wieka izoforma 3R pojawia si¢ w okresie zycia ptodo-
wego, jest obecna po urodzeniu i u oséb dorostych nie
zanika, ale wystgpuje w ilosci rownowaznej do izo-
formy 4R (5).

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
w moézgu myszy szczepu C57BL/6] proces alternatyw-
nego sktadania biatka tau zalezy od wieku. Wraz
z wiekiem wyréwnuje si¢ poziom ekspresji izoform
powstajqcych w wyniku zmiennego sktadania ekso-
now 2 i 3 kodujacych domeny biatka kluczowe dla
stabilizacji 1 organizacji aksonéw. Ponadto, obecno$¢
sekwencji kodowanej przez ekson 10 w korze plata
czolowego 21-dniowych myszy §wiadczy o zmniej-
szonej plastycznosci komorek nerwowych i zwigkszo-
nej stabilnosci cytoszkieletu u mtodych zwierzat.

Badania ekspres;ji biatka tau beda kontynuowane na
grupie myszy transgenicznych bgdacych modelem
stwardnienia bocznego zanikowego, choroby neuro-
degeneracyjnej o nieznanej etiologii i patogenezie.
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