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Kopsavilkums


Analizējot ar SEREX (serological identification of tumour antigens by recombinant expression cloning) metodi kuņģa adenokarcenomas audus, NUCB2 tika identificēts kā potenciāls audzēja antigēns. Analizējot antigēnu molekulāri, tika noteikts, ka tā ekspresija audzēja audos 50% gadījumos ir pazemināta salīdzinājumā ar normāliem audiem. Lai noskaidrotu iespējamos cēloņus, tika meklētas somatiskās mutācijas NUCB2 promotera rajonā audzēju šūnās un analizēta šajā rajonā esošās CpG saliņas metilēšana.


Analizējot NUCB2 promotera rajona sekvences tika atrasti pieci viena nukleotīda polimorfismi (SNP), no kuriem četri SNP (1.SNP, 2.SNP, 3.SNP,5.SNP) tika atrasti UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) datubāzē, bet viens ir iepriekš nedetektēts (4. SNP). Analizējot SNP atšķirības starp audzēja un normāliem audiem, atšķirības netika atrastas, kas liecina par to, ka šajā DNS rajonā audzēja audos nav somatiskas mutācijas. Salīdzinot pacientu un kontroles grupas paraugu sekvencēs atrastos polimorfismus, tika konstatēts, ka visi iepriekš zināmie polimorfismi ir sastopami gan vēža pacientiem, gan kontroles grupā, bet 4. SNP A alēle tika noteikta 2 no 8 vēža pacientiem, bet ne kontroles grupai. Taču, lai spriestu par šī polimorfisma saistību ar vēža veidošanos, ir jāizanalizē ievērojami lielāks pacientu skaits un jāveic funkcionālie pētījumi. 

Otrs iespējamais mehānisms gēnu ekspresijas pazemināšanai ir DNS CpG saliņu metilēšana. Pašlaik ir iesākts darbs pie metodes izstrādāšanas, lai noteiktu DNS metilēšanu. Metodes pamatā ir genomiskās DNS modificēšana ar nātrija bisulfītu, analizējamā rajona amplifikācija ar PCR un modificētās DNS sekvenēšana.

Darbs tika izstrādāts 3. un 4. studiju semestra laikā, LU Biomedicīnas  pētījumu un studiju centrā, Dr. biol. Aija Linē vadībā.

Šī darba rezultāti publicēti: 

A. Line, Z. Slucka, K. Silina, J. Miltins, A. Stengrevics. Identification and characterisation of two novel gastric cancer-associated antigens – TACC1 and NUCB2. 1st European conference “Functional genomics and disease”, Prague, Czech Republic, May 14-17, 2003. PD3/153

Summary


Analysing the tissues of gastric cancer by SEREX (serological identification of tumour antigens by recombinant expression cloning) method, NUCB2 was identified as a potential tumour-associated antigen. By molecular analysis of the antigen it was established that its expression in tumour tissues is reduced in 50% cases in comparison with adjacent normal tissues. To find out the possible reasons, the search of somatic mutations in the NUCB2 promoter region of tumour cells was performed and the methylation of the CpG island located in the region was analysed.  


Analysing the sequence of NUCB2 promoter region, five single nucleotide polymorphisms (SNP) were identified: four of them (1.SNP, 2.SNP, 3.SNP, and 5.SNP) were found in UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) database, but one of them is previously undetected (4. SNP). Analysing the SNP differences between the tumour and normal tissues, no differences were found, and it evidences that in this DNS region of tumour tissues somatic mutations are absent. Comparing the polymorphisms found in the sequences of patient and control group specimens it was established that all the previously known polymorphisms were present both in cancer patients and in the control group, but 4. SNP A allele was identified in 2 out of 8 cancer patients and not in the control group. In order to assess the relation between the 4. SNP and the aetiology of cancer, a significantly larger number of patients should be analysed and also functional analysis should be carried out.   

Another possible mechanism for downregulation of gene expression is the methylation of DNS CpG islands. Currently the work has been started to develop the method for the identification of DNS methylation. The method is based on the genomic modification of DNS with natrium bisulphite, the DNA region amplification with PCR, and sequencing of the modified DNS.  

This study was done during the third and fourth study semester in the Biomedical Research and Study Centre of the University of Latvia under the supervision of Dr. biol. Aija Linē.

Ievads

Vēzis ir slimība, kura ieņem otro vietu mirstības ziņā, tādēļ tā ir kļuvusi par vienu no būtiskākajām pētniecības jomām biomedicīnā. Sadarbības projekta “Latvijas populācijas genofonda pētījumi un to izmantošana cilvēka patoloģijas diagnostikā un profilaksē” ietvaros tiek veikts pētījums, kura mērķis ir identificēt jaunus audzēju antigēnus, kas iespējams varētu  tikt izmantoti kā audzēju biomarķieri, vai kā mērķgēni imunoterapijā. Darbā tiek izmantota SEREX (Serological identification of antigens by recombinant expression cloning) metode, kas balstās uz audzēju antigēnu identificēšanu, izmantojot pret tiem veidojušās antivielas. Audzēju kDNS ekspresijas bibliotēkas tiek skrīnētas ar vēža pacientu serumu, tādējādi identificējot tos gēnus, pret kuru kodētajiem proteīniem pacientiem ir veidojušās antivielas. Līdz šim ir atrasti 14 dažādi kuņģa vēža antigēni, ieskaitot Ca2+ saistošu proteīnu NUCB2 (nucleobindin 2), kura bioloģiskā loma pagaidām vēl nav zināma, taču ir hipotēze, ka tas piedalās šūnas izdzīvošanas un apoptozes regulācijā, kontrolējot Ca2+ homeostāzi citoplazmā. Analizējot NUCB2 seroloģiski, tika noteikts, ka antivielas pret šo proteīnu ir atrodamas kuņģa vēža pacientu serumos, taču to sastopamības biežums ir pārāk mazs (2/45), lai par NUCB2 runātu kā par atsevišķu serodiagnostisku marķieri. Veselo donoru serumos antivielas pret NUCB2 netika atrastas (0/25)(Z. Slucka, 2003). Analizējot NUCB2 mRNS ar salīdzinošu RT-PCR tika novērots, ka tā ekspresija ir 2-11 reizes samazināta vairāk nekā pusei audzēja audu paraugiem salīdzinot ar attiecīgi normālajiem audiem. To arī apstiprināja Northern un Western blotu analīzes (Z. Slucka, 2003). Tas liecina, ka NUCB2, iespējams, varētu darboties kā tumor-supresor gēns. 


Šī darba mērķis ir noteikt iespējamās ģenētiskās un epiģenētiskās izmaiņas audzēju šūnās, kas varētu būt saistītas ar NUCB2 ekspresijas samazināšanos audzēju šūnās. Darba uzdevums ir salīdzināt NUCB2 promotera rajona DNS sekvences kuņģa vēža un atbilstošajos normālo audu paraugos un kontroles grupas asins paraugos, kā arī izstrādāt metodi CpG saliņu iespējamās metilēšanas noteikšanai.

1. Literatūras apskats

1.1 Vēža veidošanās molekulārie mehānismi

Vēža šūnām raksturīgas dinamiskas visa genoma izmaiņas (Hannahan, Weinberg 2000), kā rezultātā notiek vairākas fizioloģiskas izmaiņas šūnā:

· Augšanas signālu pašpietiekamība

· Nejūtība pret augšanas inhibējošiem signāliem

· Spēja izvairīties no apoptozes

· Neierobežots replicēšanas potenciāls

· Spēja inducēt angioģenēzi

· Spēja invadēt apkārtējos audus un metastazēt

Šīm sešām fizioloģiskām izmaiņām savstarpēji kombinējoties noved pie ļaundabīgā audzēja veidošanās (Hannahan, Weinberg 2000).

Augšanas signālu pašpietiekamība

Normālām šūnām nepieciešami augšanas signāli, lai tās varētu pāriet no miera stāvokļa uz aktīvas augšanas stāvokli. Šie signāli tiek pārnesti caur šūnas membrānu ar transmembrānas receptoriem, kas piesaista signālmolekulas, pēc kurām, galvenokārt, arī vadās normālas šūnas. Bez šiem signāliem normāla šūna nespēj proliferēt . Vēža šūnām ir samazināta nepieciešamība pēc šiem signāliem. Daudzi onkogēni atdarina augšanas signālus, uz kuriem pati šūna arī atbild. (Hannahan, Weinberg 2000)

Nejūtība pret augšanas inhibējošiem signāliem

Normālos audos augšanas inhibējošie signāli uztur homeostāzi. Augšanas inhibējošie signāli var nobloķēt proliferāciju ar diviem atšķirīgiem mehānismiem: šūnas var tikt provocētas ieiet šūnas cikla miera stāvoklī vai arī zaudēt proliferācijas potenciālu, ieejot postmitotiskajā stāvoklī. Audzēju šūnām jāizvairās no šiem augšanas inhibējošiem signāliem, lai varētu augt un dalīties (Hannahan, Weinberg 2000).

Spēja izvairīties no apoptozes

Vēža šūnu populācijas skaitliskā palielināšanās ir noteikta ne tikai ar šūnu proliferācijas līmeni, bet arī ar šūnu izvairīšanos no programmētās šūnu nāves - apoptozes. Spēja izvairīties no apoptozes piemīt praktiski visiem vēža šūnu veidiem (Hannahan, Weinberg 2000).

Neierobežots replicēšanas potenciāls

Daudzi (iespējams visi) zīdītāju šūnu tipi satur raksturīgas programmas, kuras ierobežo to vairošanos. Kā šāda programma darbojas hromosomu galos esošās telomēras, kuras katras dalīšanās laikā saīsinās par 50 – 100 nukleotīdiem, kā dēļ normālas cilvēka šūnas nevar dalīties vairāk par 60 – 70 reižu. Vairumā vēža šūnu nenotiek telomēru saīsināšanās, tādēļ tām piemīt spēja neierobežoti replicēties 85% – 90% gadījumos (Hannahan, Weinberg 2000).

Spēja inducēt angioģenēzi

Lai šūna varētu izdzīvot un vairoties, tai jāatrodas ne vairāk kā 100 m no kapilāra, kas to apgādā ar barības vielām un skābekli. Pieaugušam organismam asinsvadu augšana – angioģenēze – praktiski nenotiek, jo tā tiek rūpīgi regulēta. Bez šīs fizioloģiskās izmaiņas audzējs nespētu pārsniegt noteiktus izmērus, jo šūnas nesaņemtu barības vielas un skābekli. Vēža šūnas ir spējīgas veicināt angioģenēzi, kā rezultātā šūnas tiek apasiņotas un audzējs var neierobežoti palielināties (Hannahan, Weinberg 2000).

Spēja invadēt apkārtējos audus un metastazēt

Agri vai vēlu vairums cilvēka vēžu tipu attīstības gadījumos no audzēja atdalās atsevišķas šūnas, kuras invadē blakus esošos audus (asinsvadus, limfvadus) no kurienes tie ceļo uz pat samērā attālām vietām, kur, iespējams, veido jaunas kolonijas. Šādas attālas kolonijas – metastāzes – ir iemesls 90% vēža nāves gadījumos (Sporn, 1996). Spēja invadēt un metastazēt ļauj vēža šūnām atdalīties no primārā audzēja un pārvietoties uz vietām, kur ir neierobežotas barības vielas un telpa. Spēja invadēt un metastazēt ir ļoti sarežģīts un komplekss process, kura bioķīmiskie un ģenētiskie mehānismi ir pagaidām pilnībā neizprasti (Hannahan, Weinberg 2000).

1.2. Ģenētiskās un epiģenētiskās izmaiņas

Genētiskās izmaiņas 

Vēzis rodas, uzkrājoties genētiskām pārmaiņām somatiskajās šūnās. Šādu ģenētisku pārmaiņu cēlonis var būt punktveida mutācijas, insercijas, delēcijas, translokācijas, inversijas. Normālai šūnai ir nepieciešamas 5 vai vairāk mutācijas, lai kļūtu par potenciālu vēža šūnu, iespēja, ka tas notiks ir palielināta, jo raksturīgi, ka genētiskais materiāls pirmsvēža un vēža šūnās ir nestabils. Raksturīgākie ģenētiskās nestabilitātes mehānismi ir mikrosatelītu un hromosomālā nestabilitāte, ko izraisa bojājumi DNS reparācijas sistēmā un hromosomu segregācijas procesā (Fodde et al. 2001). 

Epiģenētiskās izmaiņas

Epiģenētiskās izmaiņas – DNS metilēšana, histonu modifikācija, hromatīna re-modelēšana – ir gēnu transkripcijas regulēšanas mehānismi, kas ir būtiski normālas šūnas augšanas kontrolei. Vēža veidošanās procesā epiģenētiskie gēnu inaktivācijas mehānismi ir tikpat nozīmīgi kā gēnu inaktivēšana mutāciju rezultātā. Epiģenētiska transkripcijas samazināšana ir konstatēta daudzos vēžu tipos, tā ietekmē supresorgēnus, šūnas cikla regulējošos gēnus, DNS reparācijas gēnus un gēnus, kas saistīti ar spēju invadēt un metastazēt (Brown at al. 2002). Epiģenētiska transkripcijas represija ir saistīta ar DNS metilēšanu un histonu modificēšanu. Gēnu ekspresijas epiģenētiska regulācija ar metilēšanu ir svarīgs mehānisms šūnu attīstībā embrioģenēzē. DNS metilēšana ir vienīgais cilvēka DNS modificēšanas mehānisms, to katalizē DNS metiltransferāzes (DNMT), pievienojot metilgrupu pie citozīna atlikumiem CpG dinukleotīdos. DNS metilēšana inhibē transkripcijas faktoru saistīšanos, kā rezultātā tiek supresēta gēna transkripcija. DNS metilēšanai ir tieša ietekme uz histonu modificēšanu un hromatīna re-modelēšanu. Palielinātais metilēšanas sastopamības biežums, kas novērots vēža šūnās, reti tiek novērots normālās šūnās. Gēnu metilēšana vēža šūnās var nodrošināt vēža–specifiskus mērķus jauniem terapijas veidiem. Lielākā uzmanība tiek pievērsta terapijām, kas atjauno gēna normālo statusu, “ieslēdzot” to atpakaļ, tādējādi kavējot vēža augšanu (Brown at al. 2002).

1.3. Kas zināms par NUCB2?

1994. gadā S. Barnikol–Watanabe un kolēģi no cilvēka akūtās limfoblastiskās leikēmijas šūnu līnijas KM3 konstruēja kDNS bibliotēku, kas tika tika skrīnēta ar anti– CALLA (common acute lymphoblastic leukemia antigen) monoklonālo antivielu J5. No J5 pozitīviem kloniem tika izolēta un sekvenēta kDNS. Tika nosekvenēta kopumā 1639bp gara kDNS, ko sastāda 1260bp garš atvērtās nolasīšanas rāmis (open reading frame, ORF) un 3`, 5` netranslētie rajoni. Šīs kDNS kodētais proteīns tika nosaukts par NEFA (DNA binding/EF-hand/Acid amino acid rich region), kas ir sinonīms oficiālajam nosaukumam NUCB2 (nucleobindin 2). NUCB2 ir 420 aminoskābju garš proteīns (S. Barnikol–Watanabe et al. 1994). NUCB2 bioloģiskā loma pagaidām vēl nav zināma, taču ir hipotēze, ka tas piedalās šūnas izdzīvošanas un apoptozes regulācijā, kontrolējot Ca2+ homeostāzi (N. Taniguchi et al 2000). Tas ir no 7 domēniem sastāvošs mozaīkveida proteīns, kurš (no N gala uzskaitot) sastāv no 24 aminoskābju atlikumu gara signālpeptīda, 148 aminoskābju atlikumu gara leicīna/izoleicīna bagāta reģiona, bāziska (iespējams DNS saistoša) domēna ar divdaļīgu potenciālu kodola lokalizācijas signālu, EF– hand 1. motīva, skābu aminoskābju bagāta reģiona, EF–hand 2. motīva, leucin zipper motīva un C gala sekvences. Tā molekulmasa ir apmēram 55 kDa. (J. Nesselhut et al 2001). NUCB2 ir lokalizēts Goldži aparātā un citosolā (J. Nesselhut et al 2001).

2. Materiāli un metodes

2.1. Materiāli

2.1.1. Reaktīvi

Agaroze (Top Vision™ LE GQ Agarose) – Fermentas, Lietuva

BigDye Terminācijas cikliskās sekvenēšanas reaktīvu komplekts – Applied Biosystems, ASV


PCR reaktīvu komplekts - Fermentas, Lietuva


Etīdija bromīds – tīr. Pak. 95%, SIGMA, ASV

Hloroforms – tīr. Pak. 99+%, MERC

TRIzol reaģents – Life Tehnologies, GibcoBRL

DNS garuma marķieris 100bp Leader, Fermentas, Lietuva

NaHSO3 – ACS, SIGMA, ASV

Hidrohinons – SIGMA, ASV

2.1.2 Sintētiskie oligonukleotīdi

Visi praimeri sintezēti LU BMC oligonukleotīdu sintēzes grupā E. Stankēvičas un U.Apsalona vadībā. Oligonukleotīdi sintezēti ar amīdu metodi uz cietās fāzes.

	Nosaukums
	Sekvence (5’-3’)
	ToM

	NUCB2-P1-Contr 5’       
	5’-CTGCTCCACAGGATTCTCCG-3’
	64

	NUCB2-P1-Contr 3’       
	5’-AGCCTTATCTCCGGACTCC-3’
	60

	NUCB2-P1-5’* outer   
	5’- GGGTAAATATAGTTAAATTATAGTG-3’
	62

	NUCB2-P1-3’* outer    
	5’- TACCCATCA/GACCTACCCAAACC-3’
	64/66

	NUCB2-P1-5’* inn2      
	5’-GTGTAGGTTAGAGGTTAAGGG-3’
	62

	NUCB2-P1-SEQ2 *      
	5’- AAACCTTATATCTCCG/AAACTCCC-3’
	64/66

	NUCB2-P1-SEQ1* 
	5’- GTAAGTTAGGGAAGGAAGAGG-3’
	62


* - Praimeri nātrija bissulfīta modificētai DNS

2.1.3. Materiāli

Pipetes

	Tilpums
	Precizitāte
	Ražotājs

	0,5-10 l
	± 1%
	Eppendorf, Vācija

	0,5-10 l
	± 1%
	Labsystem

	2 l
	± 1%
	Gilson

	20 l
	± 1%
	Gilson

	200 l
	± 0,6%
	Gilson

	1000 l
	± 0,6%
	Gilson


Pipešu uzgaļi – atbilstoši pipešu tilpumiem, ar un bez filtriem,

Stobriņi – (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml) vienreizlietojamie, plastmasas,

Skalpeļi – vienreizlietojamie 

2.1.4. Audu paraugi

Kuņģa vēža un blakus esošo normālo audu paraugi ņemti no Latvijas Onkoloģijas Centra, kur tie iegūti operāciju laikā un sasaldēti šķidrā slāpeklī. Atļauju izmantot pētījumā audu paraugus devusi AML ētikas komisija. Kā kontroles grupa izvēlēti kardiovaskulāro slimību pacienti, kas ir vecāki par 60 gadiem un kuriem nav bijusi nekāda onkoloģiska saslimšana. Kontroles grupas pacientu DNS tika izdalīta no asinīm ar fenola ekstrakcijas metodi Genoma pētījumu programmas DNS apstrādes laboratorijā.

2.1.5. Aparatūra

Centrifūgas: Janetz TH12, Minigen Type4TEC, Backman Microfuge E

Maisītājs (vortex): Vortex-2genie, Scientific Industries

Termostats, sausais –TK-37 (PSRS)

Termostats, ūdens – Thermostatic Circulator 2219 MULTITEMP II, LKB Bromma

Laminārs – Jounan LC2.12 (Francija)

DNS amplifikators (GeneAmp PCR System 2400) – Perkin Elmer Corp.

Horizontālās elektroforēzes iekārta: GNA –100 (Pharmacia, Zviedrija)

Strāvas avots: EPS 500/400 (Pharmacia, Zviedrija)

UV transiluminators – UVT – 20M/W, Herolab, Vācija

Fotografēšanas aparatūra – Videokamera – E.A.S.Y. 429K, Herolab, Vācija

Monitors – Pieper

Video attēlu printeris - Sony

Spektrofotometrs – Gene Quant II DNA/RNA calculator (Pharmacia Biotech, Zviedrija)

Automātiskais sekvenātors ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, ASV)

Svari – KERN440-33, Max 200 g, ±0,01g, KERN & Sohnn GmbH 400/CB/DE, Vācija

Analītiskie svari – Techniprot (0-50mg), Polija

pH metrs – OAKTON pH 510, Singapūra

Mikroviļņu krāsns – STORM, Lietuva
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2.2. Metodes

Metožu secība

2.2.1. DNS izdalīšana no audiem ar TRIzol reaģentu

DNS tika izolēta no pacientu audzēja (T) un blakus esošajiem normālajiem (N) audiem izmantojot TRIzol™ reaģentu (Life Tehnologies, GibcoBRL) pēc ražotāja protokola, kas ļauj vienlaicīgi izdalīt arī RNS un proteīnus.

· 50 –100 mg audu homogenizē šķidrajā slāpeklī (saberž piestiņā) un lizē ar 1ml TRIzol reaģentu, inkubē 5 min,

· Fāzes atdala pievienojot 0,2ml hloroforma uz 1ml TRIzol, spēcīgi krata 15 sek. un pēc tam inkubē 5 min istabas temperatūrā. Centrifugē paraugus ne vairāk kā pie 12000 apgriezieniem minūtē (12000 X g), + 4oC. Maisījums sadalās trīs fāzēs – apakšējā (sarkana, Fenol-hloroforma fāze ) ir proteīni, vidējā (organiskā) DNS, augšējā (bezkrāsaina, ūdens fāze) RNS, kas ir apmēram 60% no TRIzol reaģenta tilpuma, kas tika izmantots reakcijai.

· RNS fāzi pārnes jaunā stobriņā, pārējās fāzes saglabājot DNS un proteīnu izdalīšanai. 

Uzmanīgi pārnes RNS  fāzi, lai tā neiekļūst pie DNS, kas nelabvēlīgi ietekmē DNS kvalitāti.
· Precipitē DNS no fenola fāzes pievienojot 0,3 ml 96% etanolu uz 1 ml TRIzol, sajauc invertējot, inkubē 2-3 min un sedimentē DNS centrifugējot 5min pie 2000 x g, + 4oC.

· DNS mazgāšana. Pārnes fenola – etanola fāzi jaunā stobriņā, saglabā proteīnu izolēšanai. Mazgā DNS nogulsni divas reizes ar 1ml 0.1 M Na citrāta šķīdumu 10% etanolā (1ml uz 1ml TRIzol), katru mazgāšanas reizi atstājot DNS nogulsni mazgājamā šķidrumā uz 30 min istabas temperatūrā, periodiski samaisot, centrifugē 5min 4000 apgr./min pie + 4oC (>2000 x g).

Pēc divkārtējas DNS mazgāšanas DNS nogulsni suspendē 75% etanolā (1,5 – 2 ml/1ml TRIzol), inkubē istabas temperatūrā 10 – 20min, periodiski samaisot, centrifugē 5min pie 2000 x g , + 4oC.

· Izžāvē DNS nogulsni, šķīdina 200 l 8mM NaOH uzmanīgi sapipetējot, atdala neizšķīdušo nogulsni centrifugējot 10 min pie >10000 apgr./min. Supernatantu ar DNS pārnes jaunā stobriņā, neitralizē ar 23 (l 0.1M HEPES. 

2.2.2. PCR (polymerase chain reaction) – polimerāzes ķēdes reakcija

Polimerāzes ķēdes reakcija tika izmantota NUCB2 promotera DNS amplifikācijai. Ar PCR palīdzību pat no pāris molekulām var iegūt mikrogramus vajadzīgo DNS molekulu kopiju. PCR princips balstās uz 20-40 reižu atkārtotiem DNS sintēzes cikliem. Ar katru ciklu DNS daudzums dubultojas. Katrs no cikliem sastāv no 3 soļiem: DNS denaturācija (94-97oC), praimeru hibridizācija (40-72oC) un DNS sintēze(72 oC). Metode ir ļoti jūtīga, tas nozīmē, ka paraugi nedrīkst būt kontaminēti ar citu DNS vai ar iepriekš amplificētiem paraugiem. 

· Sagatavo reakcijas maisījumu

Reakcijas maisījumu sapilina atsevišķi, pēc tam sadala pa paraugiem, tā izvairoties no pipetēšanas kļūdām un ietaupa laiku, pēc tam pievieno DNS. Polimerāzi pievieno pirms PCR pirmā cikla, līdz tam to turot uz ledus.

	Reaģents
	30l reakcijas tilpums
	Gala koncentrācija

	10xPCR buferšķīdums
	3
	1x

	25 mM MgCl2
	3
	2,5 mM

	2mM dNTP maisījums
	3
	0,2mM

	Praimeri
	1,5
	0.1-1 

	H2O
	Variējošs
	-


	Taq polimerāze*
	0,3 l uz reakciju
	1U/20l

	DNS
	Variējošs
	10pg-1g


DNS daudzums variē atkarībā no tā koncentrācijas, ūdens tiek pievienots līdz noteiktajam reakcijas tilpumam.

* polimerāzi reakcijai pievieno pēc 1. soļa (sākotnējā denaturācija), līdz tam to turot uz ledus.

· Praimeru izvēle:

1. Praimeri parasti ir 18 – 25 nukleotīdu gari; 

2. 40-60% no praimera jāsastāda GC nukleotīdiem;

3. Tie nedrīkst būt paši sev komplementāri vai komplementāri otram reakcijā izmantotajam praimerim;

4. Abu praimeru hibridizēšanās temperatūra nedrīkst atšķirties vairāk kā par 5oC;

5. Ja praimeri ir īsāki par 25 nukleotīdiem, tad to kušanas temperatūru aprēķina pēc formulas TM= 4 (G+C) + 2 (A+T), kur A, T, C, G ir attiecīgo nukleotīdu skaits praimerī, ja praimeri ir garāki par 25 nukleotīdiem, tad to kušanas temperatūru aprēķina izmantojot speciālas datorprogrammas; 

6. Hibridizēšanās temperatūra ir apmēram par 5oC zemāka nekā praimeru kušanas temperatūra.

· Programmas sastādīšana

Programma sastāv no 6 soļiem: 

1. Sākotnējā denaturācija (94oC), 3min,
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DNS denaturācija (94oC), 30sek.

3. Praimeru hibridizācija (58oC), 45 sek.       35* ciklu skaits

4. DNS sintēze(72 oC), 45 sek.

5. Noslēdzošais sintēzes cikls (72 oC), 10 min

6. Pēdējais (uzglabāšanas) solis (+4oC), ∞ min

* - Ciklu skaitu izvēlas atkarībā no sākotnējās DNS koncentrācijas, parasti 25-35 cikli. 

2.2.3. PCR produktu elektroforēze agarozes gelā

Pagatavo 1,5 % agarozes gelu (0,75 g agaroze, 50 ml 1 x TBE buferšķīdums, 1(l etīdija bromīds (10mg/ml)). Uznesto paraugu daudzums variē atkarībā no elektroforēzes mērķa (parauga tīrības novērtēšana, DNS koncentrācijas noteikšana, attīrīšana, griežot no gela).

2.2.4.PCR produktu aptuvenā garuma un daudzuma noteikšana

PCR produktu aptuvenā garuma (bp) un daudzuma (ng/l) noteikšanai izmanto DNS marķieri (Fermentas, 100 bp DNA leader), ko uznes uz gela kopā ar paraugiem.

2.2.5. PCR produktu attīrīšana 

PCR produkti tika attīrīti, izmantojot Fermentas reaģentu komplektu DNS ekstrakcijai no agarozes gela. 

Šī DNS attīrīšanas metode var tikt izmantota lai:

· Attīrītu DNS fragmentu no agarozes gels.

· Koncentrētu DNS (mainot buferšķīdumu)

· Atdalītu proteīnus (pēc restrikcijas)

· Atdalītu no nevajadzīgas DNS, praimeriem, praimeru dimēriem, utt

· Atdala no atlikušā fenola, hloroforma, etīdija bromīda

 Fermentas DNS attīrīšanas metode darbojas pie dažādiem DNS molekulu izmēriem (>120 bp) un ļauj efektīvi atgūt (≥80%) produkta. Proteīni nesaistās pie silīcija pulvera, un tiek aizmazgāti.

DNS attīrīšana tika veikta pēc ražotāja protokola:

· Veic DNS parauga elektroforezi agarozes gelā

· Vajadzīgo zonu izgriež no gela, novērtē svaru (~100mg)

· Pievieno: 4,5 tilpumus ‘’Binding solution’’, 0,5 tilpumus ‘’TBE conversion buffer’’, inkubē 5min +55oC

· Pievieno ‘’Silica powder’’ 5l, inkubē 5min +55oC, ik pa laikam samaisot

· Centrifugē 5sekundes pie 13000 apgr/min, supernatantu nolej.

· Pievieno 500l ledus aukstu ‘’Wash buffer’’, sakrata, centrifugē 5sekundes pie 13000 apgr/min, supernatantu nolej. Atkārto 3 reizes, katru reizi nogulsni resuspendējot pilnībā. Pēdējo reizi nolejot supernatantu, nogulsni nožāvē pilnībā.

· Šķīdina 20l ūdens, kārtīgi sapipetē, inkubē 5min +55oC

Centrifugē 5sekundes pie 13000 apgr/min, pārnes supernatantu jaunā stobriņā. 

· 2.2.6. Automātiskā sekvenēšana

Automātiskā sekvenēšana tika izmantota NUCB2 promotera DNS sekvences analīzei. Metode balstīta uz Sangera metodi (enzimātiskās DNS ķēdes sintēzes terminēšanu ar didezoksinukleotīdiem (ddNTPs)), kas iezīmēti ar augstas jutības fluorescentajām krāsvielām.  

Reakcijai izmanto jau gatavu maisījumu (BigDye), kas satur dNTP un iezīmētu ddNTP maisījumu, 2.5-kārtīgu buferi un polimerāzi; reakcijas tilpums 10l. 

	Reaģents
	

	DNS
	Variabls (3-10ng)

	2,5 x buf.
	1l

	BigDye
	3l

	Praimeris (5pmol/(l)
	1l

	H2O
	Līdz 10l


· Programmas sastādīšana:
Sekvenēšanas programma DNS sekvenēšanai: 

1. Sākotnējā denaturācija (96oC), 30sek, 
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DNS denaturācija (95oC), 15sek.

3. Praimeru hibridizācija (58oC)*, 10 sek.         X 25

4. DNS sintēze(60oC), 4 min.

5. Pēdējais (uzglabāšanas) solis (+4oC), ∞ min

* - var mainīties, atkarībā no praimeru kušanas temperatūras

Sekvenēšanas reakcijas produkti tika attīrīti, tos pārgulsnējot ar 80% etanolu un 0.3 M nātrija acetātu un divas reizes mazgāti ar 70% etanolu. Kapilārā elektroforēze tika veikta uz ABI PRISM 3100 automātiskā sekvenātora .

2.2.7. Sekvenču analīze

Iegūto DNS sekvenču analīze tika veikta izmantojot datorprogrammu Vector NTI, iespējamos nukleotīdu polimorfismus (SNP - single nucleotide polymorphism) meklē sekvences savstarpēji salīdzinot ar AlignX un Contig Express apakšprogrammām. 

2.2.8. DNS modificēšana ar Na- bisulfītu

Šī metode ļauj noteikt DNS CpG metilēšanu noteiktā reģionā, pārveidojot visus nemetilētos citozīnus par uraciliem, kamēr metilētie citozīni paliek nemainīgi. Amplificējot modificēto DNS ar PCR, uracili tiek aizvietoti ar timīniem. Šai metodei nepieciešams mazs daudzums genomiskās DNS un tas ir ļoti nozīmīgi analīzēm, kur paraugu daudzums ir ierobežots. Modificēšanas reakcija veikta pēc protokola, kas aprakstīts intermetā:

 (http://www.methods-online.net/methods/ methylation_bisulphit.pdf ).
· Veic DNS restrikciju ar Hind III

	Reaģents
	Daudzums

	GDNS
	5(g

	10 x R buf.
	5l

	Hind III (5U/(l)
	1l

	H20
	Līdz 50l


· Inkubē pie 37 oC 5 h.

· Aptur reakciju vārot 100oC un strauji atdzesē.

· Pievieno 3,3 l 5M NaOH (0,3 M gala konc.)

· Denaturē DNS 42oC 20 min

· Pievieno modificēšanas maisījumu: 

	Reaģents
	Daudzums

	40,5% Na2HSO3
	520l

	10mM Hidrohinons
	30l


Noved pH līdz 5,0 ar NaOH

· Pa virsu uzlej minerāleļļas slāni (apmēram 1 mm)

· Inkubē pa nakti tumsā, +55 oC

· DNS attīra ar QIAGEN vai Fermentas DNS attīrīšanas komplektiem pēc pievienotajiem protokoliem.

2.2.9. Divpakāpju PCR 

Lai ar šo metodi modificēto DNS varētu izmantot PCR un sekvenēšanai ir nepieciešami specifiski, modificētajai DNS komplementāri praimeri.
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Divpakāpju PCR ir nepieciešams, lai palielinātu reakcijas jutību un specifiskumu. Pēc DNS modificēšanas ar nātrija bisulfītu, DNS ķēdes nav komplementāras viena otrai, tādēļ PCR-1 izvēlas 2 praimeru maisījumu (ārējie praimeri), no kuriem viens ir komplementārs ‘’-‘’ ķēdei, bet otrs – jaunsintezētajai ‘’+’’ ķēdei. Priekš PCR-2 tiek ņemti praimeri (iekšējie praimeri), kas nedaudz saīsina fragmentu.

1. attēls

1) PCR-1 1.cikls, 2) PCR-1 2.cikls, 

· Reakcijas maisījums: 

	Reaģents
	20l reakcijas tilpums
	30l reakcijas tilpums
	Gala koncentrācija

	10xPCR buferšķīdums
	2
	3
	1x

	25 mM MgCl2
	2
	3
	2.5 mM

	2mM dNTPs
	2
	3
	0.2mM

	Praimeri 10pmol/(l
	1
	1,5
	0.5 

	H2O
	Variējošs
	Variējošs
	-

	Taq polimerāze

5U/(l
	0,2 l uz reakciju
	0,3 l uz reakciju
	1U/20l

	DNS
	Variējošs
	Variējošs
	10pg-1g
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Programmu sastādīšana:

PCR produkti attīrīti tāpat kā aprakstīts iepriekš. 

· Reakcijas apstākļu optimizēšana ar Na-bisulfītu modificētās DNS sekvenēšanai 

Sekvenēšanas reakciju optimizēja izmantojot Applied Biosystems ieteikumus sekvenēšanas reakcijas optimizēšanai, kā rezultātā sintēzes temperatūra tika samazināta līdz 53oC, ciklu skaits 30 (optimālākais variants). 

Sekvenēšanas programma modificētai DNS: 

1. Sākotnējā denaturācija (94-95oC), 30sek, 
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DNS denaturācija (95oC), 5sek.

3. Praimeru hibridizācija (53oC)*, 0 sek.         X 30

4. DNS sintēze(53oC), 4 min.

5. Pēdējais (uzglabāšanas) solis (+4oC), ∞ min

· Sekvenēšanas reakcijas attīrīšana ar Na-bisulfītu modificētās DNS sekvenēšanai:

Sekvenēšanas reakcijas attīrīšanai tika izmēģinātas trīs metodes:

1. Attīrīšana ar isopropanolu

2. Attīrīšana ar etanolu

3. Attīrīšana ar etanolu-nātrija acetātu

Kā efektīvākā tika izvēlēta attīrīšana ar etanolu:

1. 0,5 μl stobriņos salej 16 μl H2O un 64 μl 96% etanola (76% etanols)

2. Pielej sekvenēšanas maisijumu

3. Vorteksē, inkubē 15 min istabas temperatūrā

4. Centrifugē 20min istabas temperatūrā

5. Supernatantu nolej

6. Mazgā divas reizes ar 70% etanolu (Nogulsnei uzlej 400 μl etanola, šķīdina, centrifugē 5-6 min istabas temperatūrā, supernatantu nolej)

7. Nožāvē

2.3. Darba drošības tehnika

Strādājot laboratorijā, visi darbi jāveic lietojot cimdus, halātu un aizsargbrilles, lai pasargātu sevi no dažādu vielu nokļūšanu uz rokām, drēbēm, acīs.

TRIzol reaģents ir toksisks, gaistošs un apdegumus izraisošs, tādēļ darbs jāveic velkmes skapī. Nonākot saskarē ar ādu, nekavējoties jāskalo ar lielu daudzumu ūdens.

Etīdija bromīds ir kancerogēns, tādēļ jāizvairās no tā tvaiku ieelpošanas vai tieša kontakta ar ādu. Lai izvairītos no tā tvaiku ieelpošanas, gelus lej velkmes skapī, etīdija bromīdu pievienojot neilgi pirms gela uzliešanas.

Strādājot laboratorijā jāizvairās no tieša UV starojuma, ko var saņemt no UV transiluminatora, kā arī no boksos uzstādītajām UV lampām. 

4. Rezultāti un diskusija

3.1. NUCB2 mRNS ekspresijas analīze un promotera rajona identificēšana ar 5` RLM-RACE

mRNS ekspresijas salīdzināšana

Iepriekš darba grupā tika veikta NUCB2 mRNS ekspresijas analīze, kurā, izmantojot semi-kvantitatīvu RT-PCR, tika salīdzināti mRNS daudzumi 34 kuņģa vēža pacientu audzēja un blakus esošo normālo audu paraugos. 16 no 34 kuņģa vēža pacientiem tika noteikta 2-11 reizes samazināta NUCB2 mRNS ekspresija audzēja audos. Imunoblota (Western blot) analīzes apstiprināja RT-PCR datus (Z. Slucka , 2003). Tika uzskatīts, ka mRNS līmenis ir pazemināts, ja RT-PCR produkta daudzumu attiecība audzēja un normālos audos ir mazāka par 0.5.

Šajā darbā tika izmantoti astoņu pacientu audu paraugi; to ekspresijas dati parādīti 1. tabulā 

1. tabula. NUCB2 analīzes kuņģa vēža pacientu audu paraugos

	N.p.k
	kDNS
	T/N normalizēts pēc GAPDH
	T/N normalizēts pēc (-Actin
	Imunoblota analīze (T/N)

	1
	Ga
	54
	0.3
	0.6
	

	2
	Ga
	49
	0.32
	0.25
	0.17

	3
	Ga
	44
	0.45
	0.73
	0.12

	4
	Ga
	21
	0.45
	0.5
	0.15

	5
	Ga
	17
	0.21
	0.42
	0.39

	6
	Ga
	14
	0.34
	0.31
	

	7
	Ga
	9
	0.45
	0.4
	

	8
	Ga
	5-4
	0.3
	0.33
	


RLM-RACE analīze

Ar 5` RLM-RACE (RNA ligase mediated rapid amplification of CDNA ends) tika analizēti trīs kuņģa audzēja audu paraugi, amplificētie fragmenti tika klonēti un sekvenēti. Salīdzinot iegūtās sekvences tika noskaidrots pirmā eksona pirmais nukleotīds (+1), kas atradās 26 nukleotīdus pirms +1 GenBank pieejamā NUCB2 kDNS sekvencē (Z. Slucka, 2003).

Iespējamais promotera rajons tika meklēts 5,6 kb garā genomiskās DNS fragmentā, kurš satur transkripcijas iniciācijas saitu. Šī darbība tika veikta ar Promoterinspector programmu, kas pieejama internetā (www.genomatix.de), kā rezultātā tika atrasts 220 bp garš potenciālais promotera rajons.

3.2. Identificētā NUCB2 promotera rajona DNS sekvences analīze

Potenciālā NUCB2 promotera rajona sekvenēšana

Sekvenēšanai tika izvēlēti 8 pacientu vēža un blakus esošie normālie audi un 8 kontroles grupas paraugi (1. tabula). Kontroles grupas paraugi tika atlasīti pēc noteiktiem kritērijiem (sirds asinsvadu slimību pacienti, kuru vecums virs 60 gadiem un nav konstatētas onkoloģiskas saslimšanas), DNS izdalīta no asinīm. Paraugu totālā DNS tika amplificēta ar speciāli izvēlētiem praimeriem, kā rezultātā tika iegūts 419 nt garš fragments, kurš satur potenciālo promotera rajonu. Iegūtos fragmentus sekvenēja un iegūto DNS sekvenču analīzes tika veiktas izmantojot datorprogrammu Vector NTI, iespējamos nukleotīdu polimorfismus ( SNP - single nucleotide polymorphism) meklē sekvences savstarpeji salīdzinot ar AlignX un Contig Express apakšprogrammām. Sekvenču savstarpējais salīdzinājums pievienots pielikumā.

SNP identificēšana

Ar UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) tika analizēts 419 nt garš fragments. Salīdzinājumā ar datu bāzē esošo fragmentu tika atrasta 99.8% homoloģija, kā arī tika identificēti 4 jau zināmie SNP (single mucleotide polymorphisms) un viens (2. tabulā 4. SNP) iepriekš nezināms SNP. 5 SNP uz 419 nt garu rajonu ir  ļoti daudz, parasti tie ir tikai 1 SNP uz 1000-3000 nt (Sachidanandam, R et al. 2001). 

2. Attēls. Ga 21 T sekvenēts ar 5` praimeri satur 107 pozīcijā S (C/G heterozigotu)

SNP atšķirības starp audzēja un blakus esošajiem normālajiem audiem pacientu paraugos netika konstatētas. Tas nozīmē, ka somatisku mutāciju audzēju šūnās analizētajā rajonā nav. Atšķirības tika konstatēta salīdzinot pacientu un kontroles grupas audus. 4. SNP, kurš netika detektēts ar UCSC Genome Browser. 2 no 8 pacientiem tika konstatēts R (G/A), turpretī kontroles grupai visiem 8 pacientiem 4. SNP ir G (3. Tabula). No šiem datiem pagaidām nevar izdarīt nekādus secinājumus par šī polimorfisma saistību ar vēža veidošanos, jo ir pārāk mazs pacientu / kontroles skaits. 

2.Tabula. Identificētie sekvences polimorfismi: vēža un normālo audu salīdzinājums, kā arī pacientu un kontroles grupas salīdzinājums.

	Pac. No
	Kods
	T/N
	1. SNP
	2. SNP
	3. SNP
	4. SNP
	5. SNP

	
	NUCB2
	
	A
	C
	A
	G
	G

	1
	Ga
	54
	T
	C
	S
	A
	G
	S

	
	Ga
	54
	N
	C
	S
	A
	G
	S

	2
	Ga
	49
	T
	C
	C
	A
	G
	G

	
	Ga
	49
	N
	C
	C
	A
	G
	G

	3
	Ga
	44
	T
	C
	S
	R
	R
	G

	
	Ga
	44
	N
	C
	S
	R
	R
	G

	4
	Ga
	21
	T
	C
	S
	A
	G
	S

	
	Ga
	21
	N
	C
	S
	A
	G
	S

	
	Ga
	21
	N
	C
	S
	A
	G
	S

	5
	Ga
	17
	T
	C
	S
	A
	G
	S

	
	Ga
	17
	N
	C
	S
	A
	G
	S

	6
	Ga
	14
	T
	C
	G
	R
	R
	S

	
	Ga
	14
	N
	C
	G
	R
	R
	S

	
	Ga
	14
	N
	C
	G
	R
	R
	S

	7
	Ga
	9
	T
	C
	C
	A
	G
	G

	
	Ga
	9
	N
	C
	C
	A
	G
	G

	8
	Ga
	5-4
	T
	C
	G
	A
	G
	C

	Kontrole
	
	
	
	
	
	
	
	

	1
	22
	63
	
	C
	G
	A
	G
	C

	2
	22
	62
	
	A
	S
	R
	G
	G

	3
	22
	55
	
	C
	S
	R
	G
	G

	4
	22
	53
	
	C
	C
	A
	G
	G

	5
	22
	41
	
	C
	C
	A
	G
	G

	6
	22
	38
	
	C
	S
	A
	G
	G

	7
	22
	25
	
	C
	S
	R
	G
	G

	8
	22
	23
	
	C
	G
	R
	G
	S


3.Tabula. SNP atkārtošanās biežuma salīdzināšana pacientu un kontroles grupas paraugos 

	
	1. SNP
	2. SNP
	3. SNP
	4. SNP
	5. SNP

	Pacienti
	M 0/8
	S 4/8
	R 2/8
	R 2/8
	S 4/8

	
	A 0/8
	C 2/8
	A 6/8
	A 0/8
	C 1/8

	
	C 8/8
	G 2/8
	G 0/8
	G 6/8
	G 3/8

	Kontroles 
	M 0/8
	S 4/8
	R 4/8
	R 0/8
	S 1/8

	Grupa
	A 1/8
	C 2/8
	A 4/8
	A 0/8
	G 6/8

	
	C 7/8
	G 2/8
	G 0/8
	G 8/8
	C 1/8


Iespējamā 4. SNP ietekme uz transkripcijas faktoru saistīšanos NUCB2 nav zināma, jo izmantojot datorprogrammu MatInspector (www.genomatix.de) netika detektēts neviens transkripcijas faktors, kas saistītos 4. SNP rajonā.

3.4. Metodes izstrādāšana CpG metilēšanas noteikšanai


Šī metode ļauj precīzi noteikt metilētos C (CpG), pārvēršot visus nemetilētos citozīnus par uraciliem, kas pēc PCR kļūst par timīniem.

3. Attēls. DNS modificēšana ar nātrija bisulfītu.

1. Sulfonējot citozīnu, tas pārvēršas par citozīna sulfonātu. 

2. Hidrolītiski deaminējot, citozīna sulfonāts pārvēršas par uracila sulfonātu

3. Desulfinējot uracila sulfonātu, tas pārvēršas par uracilu.

Ar Na- bisulfītu modificētas DNS sekvenēšanas reakcijas optimizēšana


Tika nosekvenēti kopumā 27 (atkārtojot vairākas reizes reakcijas) ar Na bisulfītu modificēti paraugi, no kuriem tikai 5 sekvences bija puslīdz lasāmas. Lielākoties bija jāsaskaras ar augstu C fonu sekvencēs, kas padarīja neiespējamu metilēšanas detektēšanu (4. Attēls)

4. Attēls. Sekvence ar augstu C fonu.

Ar Na bisulfītu modificētas DNS sekvencēs, kuras bija daļēji lasāmas, vietām parādījās C, kurus pārbaudīt varētu tikai atkārtoti sekvenējot paraugu no otras puses (3` praimeri) (5. Attēls). Lai uzlabotu sekvences tika variēti sekvenēšanas reakcijas apstākļi (ciklu skaits, sintēzes temperatūra)izmantojot Applied Biosystems ieteikumus, kā arī sekvenēšanas reakcijas attīrīšanas veidi, līdz tika iegūtas daudz maz apmierinošas sekvences.
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5. Attēls. Lasāma sekvence.

Sekvenēšanas reakciju optimizēja izmantojot Applied Biosystems ieteikumus sekvenēšanas reakcijas optimizēšanai, kā rezultātā sintēzes temperatūra tika samazināta līdz  53oC, ciklu skaits 30 (optimālākais variants). 

4. Secinājumi

· Tika iegūtas NUCB2 promotera rajona DNS sekvences no 8 kuņģa vēža pacientu audzēju un normālo audu paraugiem, kā arī 8 kontroles grupas pacientu asins paraugiem.

· Tika identificēti 5 DNS sekvences polimorfismi.

· Somatiskas mutācijas NUCB2 promotera rajonā netika detektētas.

· 4. SNP A alēle varētu būt specifiska vēža pacientiem, bet šie dati nav statistiski ticami, jo nosekvenēto pacientu / kontroles grupas skaits ir pārāk mazs.

· Ir iesākts darbs pie CpG metilēšanas noteikšanas metodes izstrādāšanas; ir nepieciešama tālāka tās optimizēšana, lai varētu izdarīt secinājumus par NUCB2 promotera DNS metilēšanas statusu.

5. Pateicības

Paldies Aijai Linē par doto iespēju izstrādāt kursa darbu, kā arī par skaidrojumiem, labojumiem, ieteikumiem.

Paldies Zanei Suckai par palīdzību darba izstrādāšanā ar skaidrojumiem.
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7. Pielikums

PCR-2


3 min 95oC


pauze, pievieno Taq polimerāzi


30sec 94oC


30sec 58oC       x30  


40sec 72oC





PCR-1


3 min 95oC


pauze, pievieno Taq polimerāzi


40sec 94oC


30sec 58oC      x30  


1 min 72oC





PCR


Sekvenēšana


Sekvences analīze





Restrikcija ar Hind III


Modificēšana ar Na bisulfītu


DNS attīrīšana


Desulfonēšana ar NaOH un izgulsnēšana ar amonija acetātu/etanolu


Divpakāpju PCR


Elektroforēze


PCR produktu sekvenēšana





DNS izdalīšana ar TRIzol reaģentu 


DNS
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