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KOPSAVILKUMS

Laundabigo audz&ju antigénu identific€Sanai ir nozimiga loma jaunu audzgja
diagnostikas un terapijas metozu izstrade. Lidz §im projekta "Serologiska laundabigo audzgju
diagnostikas testa izstradasana" ietvaros laundabigo audz&ju antigénu identificéSanai tika
izmantota uz T7 faga displeju balstita SEREX metodes modifikacija, kuras galvenos
trokumus raksturo tas, ka tikai ~10% no atrastajiem, ar serumu reag€joSajiem T7 fagu
kloniem ekspresé pareiza fazé translétus rekombinantos proteinus un $o proteinu Tpatsvars
faga kapsida ir stipri variabls. Kursa darba mérkis bija izstradat risinajumu ar So metodi
saistitajam problémam, konstrugjot jaunus ar StreplITagiem 1, 2 un 3 iezimetus T7 faga
displeja vektorus un ieglstot uz Siem vektoriem bazétas kunga véza kDNS ekspresijas
bibliotekas.

Kunga véza KDNS ekspresijas bibliotékas izstradei tika izmantots proteinus kodgjosais
genétiskais materials no pieciem kupga véza audu paraugiem. 250-1000bp gari kKDNS
fragmenti tika ieligéti Tpasi Sim m&rkim konstru€tos StreplITag-1, 2 un 3 saturoSos T7 fagu
displeja vektoros. TitréSanas rezultati paradija, ka vienigi ar StrepllTag-2 iezimétas kunga
véza kDNS ekspresijas bibliotekas apjoms — 1,2:10° pfu — ir pietickams, lai 1 biblioteka
varétu tikt izmantota kunga véza antigénu sistematiskai meklésanai.

Kursa darbs tika izstradats Latvijas Biomedicinas pétfjumu un studiju centra véza
molekularas genétikas darba grupa, grupas vaditajas Dr. biol. Aijas Ling vadiba laika no 2007.

1idz 2008., 3. un 4. studiju semestri.

Atslégvardi: KDNS bibliotéka, kunga vézis, StreplITag, T7 vektori



SUMMARY

Identification of tumor associated antigens has an important role in development of
novel diagnostic and therapeutic approaches. Up to now within the framework of project
,Development of the novel, non-invasive diagnostic test for the early detection of cancer” T7
phage display based SEREX approach was used for the identification of tumor associated
antigens. Main disadvantages of this approach are that only ~10% of the discovered serum-
reactive T7 phages express recombinant proteins translated in the natural reading frame and
the copy number of recombinant proteins in T7 phage capsid is highly variable. The objective
of this course paper was to develop novel StrepllTaged T7 phage display vectors and to
construct gastric cancer cDNA expression libraries using these vectors, which may offer the
solution for these drawbacks of T7 phage display based SEREX approach.

mRNA pooled from five gastric cancer specimens was used for the development of the
gastric cancer cDNA expression library. 250-1000bp long cDNA fragments were inserted into
StreplITag-1, 2 and 3 containing T7 phage display vectors. The results of titrating showed
than only on StrepllTag-2 based gastric cancer expression cDNA library contains enough
clones (1.2x10°) and is suitable for the systematic searching of gastric cancer associated
antigens.

The course paper was done in the Latvian Biomedical Research and Study Center, in the
Laboratory of Molecular Genetics of Cancer under the supervision of Dr. biol. Aija Ling

during the 2007 and 2008 year, during the 3rd and 4th semester.

Keywords: cDNA library, gastric cancer, StrepllTag, T7 vectors.



IEVADS

Veézis, viens no miisdienas izplatitakajiem naves c€loniem, ir plasa slimibu grupa, kuru
galvena pazime ir nekontrol&ta $iinu augsana. V&zis attistas transforméjoties normalam cilmes
Sinam vai mat§tinam karcinogenézes procesa, kas ietver plasas parmainas S$inas
biokimiskajos celos. Sadas izmainas bieZi ir saistitas ar normaliem audiem netipisku proteinu
ekspresiju, kas kalpo par antigéniem, nodrosinot specifisko imiino atbildi. Sadu antigénu
sistematiskai mekl€Sanai un identific€Sanai ir liela nozime jaunu laundabigo audzgju
diagnostikas un terapijas metozu izstrade.

Kursa darbs tika izstradats Valsts PEtijumu Programmas "Jaunas zales un biokorekcijas
lidzekli: konstruéSana, transportformas un darbibas mehanisms" projekta "Serologiska
laundabigo audzgju diagnostikas testa izstradasana" ietvaros, kura galvenie merki ir:

» Identificét reprezentativu skaitu melanomas un kunga véza antigénu;

» lzgatavot antigénu Cipu un ar ta palidzibu salidzinat autoantivielu repertuaru
audz€ju, iekaisuma un autoimiino slimibu pacientu un veselu cilvéku seruma;

» Nosakot So testu jutibu un specifiskumu, izvertét iespgjas pielietot
autoantivielu noteik$anu véza diagnostika un/vai skrininga.

Lidz $im projekta ietvaros tika izmantota uz T7 fagu displeja balstita SEREX metodika,
kurai ir vairakas priekSrocibas attieciba uz klasisko SEREX metodiku, tacu galvenas ar So
metodi saistitas problémas ir:

> Tikai ~10% no atrastajiem, ar serumu reag€josajiem T7 fagu kloniem ekspresé
pareiza faz€ translétus rekombinantos proteinus, pargjie, visticamak, ir
mimotopi.

» Rekombinanto T7 faga kapsidas proteinu ipatsvars stipri vari€ atkariba no
eksponeta protetna garuma, konformacijas un biokimiskajam tpasibam.

ST darba merkis bija izstradat ar StreplITagiem 1, 2 un 3 iezimétu kunga véza
ekspresijas kDNS biblioteku, kas lautu optimizet uz T7 fagu displeja balstitu SEREX metodes
modifikaciju, laujot KDNS biblioteku bagatinat ar pareiza faze translétiem kDNS insertiem, ka
arT monitorét rekombinanto T7 faga kapsidas proteinu Tpatsvaru.

Kursa darba uzdevumi:
» lIzveidot StrepllTag 1, 2 un 3 saturoSus T7 faga displeja vektorus;
» Izdalit totalo RNS no kunga véza audiem,;
» Izveidot StreplITagiem 1, 2 un 3 iezimétu kunga véza kDNS ekspresijas
biblioteku.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1 Karcinogenéze un Jaundabigo audzéju raksturipasibas

Vézis ir vairak ka 100 dazadu slimibu grupa, kuru galvena kopiga pazime ir
nekontroléta Stinu augSana. V&zis attistas, transforméjoties normalam organisma S$tnam
procesa, ko sauc par karcinogenézi (Cooper
1993). Karcinogenézi var inducét gan argji

(kimiskas  vielas, joniz&joSa radiacija,

virusi), gan iekS$€ji (hormoni, imiinsist€mas
stavoklis, iedzimtas mutacijas) faktori. So
faktoru kombingtas vai secigas iedarbibas
rezultata var tikt sekmeta vai ierosinata véza
formésanas (ACS 2005). Karcinogenéze ir
komplicéts daudzpakapju process, kas ietver

genétisku  un  epigenétisku  izmainu

akumulésanos, kas ir priekSnosacijums

tadam parmainam Stnas biokimiskajos
1.attéls. Laundabigo audz&ju ipasibas (Hanahan et al. 2000).

celos, kas izsauc sekojoSas v&€za Sunam
Figure 1. The hallmarks of cancer.

raksturigas pazimes (l.attels) (Hanahan et
al. 2000):
1. Neierobezots proliferacijas potencials
Replicgjoties linedaram hromosomam, notieck hromosomu saisinaSanas, jo,
degradgjoties praimerim no atpalickosas k&des 5° gala, DNS polimeraze 5’ gala vairs
nespgj pievienot jaunus nukleotidus, jo nav vietas jaunam praimerim. Hromosomu no
sadas degradacijas pasarga TTAGGG (cilvekam') heksanukleotidu atkartojumi
hromosomu galos jeb teloméras, kuru garums nosaka Stinas proliferacijas potencialu, kas
normalam cilvéka Siinam nodro§ina sp&ju dalities aptuveni 50 reizes (Haiflika robeza)
(Perkel 2002). Dalai cilmes Siinu eksiste enzims telomeraze, kas spgj pagarinat teloméras,
nodroSinot §Tm $Gnam neierobezotu proliferacijas potencialu. Telomeraze raksturiga
gandriz visam véza §tinam (Shay et. al 2001). Tomér liela dala v&za S§tnu izmanto
alternativo telom€ru pagarinasanas mehanismu (ALT, alternative lengthening of

telomeres), kas balstas uz telomeru apmainu starp mashromatidam (Bryan et al. 1995).

! Citiem eikariotiem 3T sekvence var atskirties



2. lIzvairiSanas no apoptozes

Apoptoze ir viens no galvenajiem programmeétas S§tinu naves veidiem, kas tiek palaists
argju vai iek$siinas signalu ietekme un ir raksturigs praktiski visam normalam Stnam.
Véza §unas ir nejutigas pret apoptozi izsaucosiem faktoriem. Sadu nejutibu pret
apoptotiskiem signaliem vai apoptotisko signalu tritkumu var izsaukt dazadi mehanismi,
pieméram:

» XIAP overekspresija (raksturiga plausu vézim). XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein) ir kaspazes 3, kaspazes 7 un kaspazes 9 inhibitors. Kaspazes
aktivé mitohondriju citohroms C, izkliistot citosola, ka rezultata tiek palaists
iek3gjais apoptozes cels. Kaspaze 9 iesaistita ari aréja apoptozes cela. Sada
kaspazu inaktivacija noved pie apoptotisko celu disfunkcijas (Yang et al.
2003).

» Traucejumi p53 cela. p53 ir audzgjsupresorproteins, kas uzkrajas DNS
bojajumu gadijuma un apstadina $tinas ciklu G1 stadija, dodot Stnai laiku DNS
reparacijai, tomér, ja bojajumi ir parak plasi vai reparacija nav sekmiga, p53
induc€ apoptozi, stimulgjot Bcl2 asocigta X protetna (BAX) veidosanos, kurs
inducg citohroma c izdali citoplazma. p53 géna transkripciju izsauc interferoni
o un B. Mutacijas p53 vai interferonu ge€nos izsauc apoptozes traucgjumus
DNS bojajumu gadijumos (Takaoka et al. 2003; Hanahan et al. 2000).

» Onkovirusi. Daudzi virusi kod€ apoptozes inhibitorus (Teodoro et al. 1997),
pieméram, BCL-2 homologus, kas sp& inhib&t tadus pro-apoptotiskos
proteinus ka BAX un BAK, kas ir nozimigs apoptozes ieksgja cela ka
citohroma C relizinga faktors (Polster et al. 2004). Viralo BCL-2 kodg,
pieméram, EpSteina-Barra viruss, kas var izraisit Burkitta limfomu un
aizdegunes karcinomu (Henderson et al 1993). Nereti virusi kode ar1 kaspazu
un p53 inhibitorus vai attiecigo gé€nu represorus. Piemeram, cilvéka papilomas
virusa (HPV) onkogénu kodétais onkoproteins E6 saistoties pie p53, izraisa ta
degradaciju, savukart HPV E7 proteins saistas pie retinoblastomas
audzgjsupresorgena produkta pRB (Miinger et al. 1992).

3. Spé€ja metastazet

Sp&ja metastazét ir sarezgits un lidz galam neizprasts process, kas raksturojas ar
primara audz€ja Siinu izplatibu pa limfatisko un asinsrites sistemu, lidz tas sasniedz
piemerotus organus, kuros veido sekundarus audzgjus — metastazes. P&tijumi liecina, ka
metastazu formeSana ir loti mazefektivs process, jo tikai 0,01% asinsrite iekluvusu véza

Stnu ir spejigas metastazet (Fidler 1970), turklat pastav sakariba starp primara audzgja



lokalizaciju un metastazu izplatibu, pieméram, kolorektalais vé&zis visbiezak veido
metastazes aknas, bet priek$dziedzera vézis — kaulos (Pantel 2004). Sads metastazu
organu specifiskums sakotngji tika skaidrots ar asinsrites sist€émas morfologiju, jo, ta ka
v€za Stnas ir ieverojami lielakas par asinskermeniSiem, tdm vajadzetu tikt aiztur€tam

vai métsiina

Cilmes Siina o o

B

Primarais
audzgjs

Pre-metastizes
nisas fakton

(d) Pre-metastazes
@ nisa

b ...

Homing / Noenkuroganis
faktor

Cirkulgjosas
metastatiskas
wvéza cilmes Sinas
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<=

(h)

Metastaze ®

2 .att€ls. Modelis, kas raksturo audu specifiskas metastazes (Li et al. 2007)

Klusgjoia
mikrometastize

Normalu cilmes §tnu vai matsiinu transformacija véza cilmes Stnas (a). Heterogéna primara audzgja
attistiba no véza cilmes $unam (b). Primara audzgja sekretétu pre-metastazes niSas faktoru izraisita pre-
metastazes niSas formesanas (c). Pre-metastazes nisas izdaliti faktori darbojas ka hemoatraktanti attieciba
uz metastatiskam véza cilmes §inam, kas atdalfjusas no primara audzgja (d). Metastatiskas véza cilmes
Stinas formé& metastazes niSu, sasniedzot pre-metastazes niSu (e). Lokala mikrovide nosaka, vai
Metastatiskas v&za cilmes Stinas prolifergs, form&jot metastazi (f), vai ieies neaktiva miera stavokli,
veidojot klusgjosu mikrometastazi (g), kas var tikt partraukts, metastatiskajam cilmes §inam sanemot
reaktivacijas signalus (h).

Figure 2. 4 model for tissue-specific metastasis.

Transformation of normal stem or progenitor cells into cancer stem cells (a). Development of
heterogenous  primary tumor (b). Pre-metastasis-niche forming factors, secreted by primary tumor,
initiate forming of pre-metastasis-niche (c). Factors, secreted by pre-metastasis niche, acts like
chemoattractants for mCSCs which have been splitted of primary tumor (d). When reached pre-metastasis
niche, mCSCs initiate forming of pre-metastasis-niche (e) and the local environment of niche helps to
determine if the mCSCs will either proliferate into metastatic lesion directly (f) or will entera a quiescent
period (g), which can be shortened by reactivation signals (h).




kapilaros, tiklidz tas sasniegusas pirmo organu sava cela (Ewing 1928), tacu So ideju
nopietni iedragaja Stefana Pegeta 1889. gada izvirzita ,,s€klas un augsnes” hipotéze, kas
paredzgja, ka v&za Stnas spgj izdzivot un proliferét vienigi noteiktos audos, kas nodroSina
nepiecieamo mikrovidi un augganas faktorus (Fidler 2001). Sobrid pétfjumi vedina uz
domam, ka primarais audzgjs izdala Tpasus pre-metastazes nisas faktorus, kuri noteiktos
audos ierosina pre-metastazes niSas form&Sanos. Pre-metastazes niSa, savukart, izdala
migréSanas (homing) un noenkuroSanas (anchorage) faktorus, kas, darbojoties ka
hemoatraktanti, pievilina véza cilmes Stinas, kas atdalijusas no primara audzgja. Kad véza
cilmes §iina sasniedz pre-metastazes nisu, ta sak form&t metastazes nisu, no kuras talak var
attistities metastaze vai neaktiva mikrometastaze (2.attéls). Metastazes ir naves c€lonis
90% véza gadijumos (Li et al. 2007).

Pedgjos gados atzinibu ir guvusi ideja, ka metastatiskajos procesos var tikt
iesaistiti epiteliali mezenhimalas tranzicijas (EMT) mehanismi, kas pirmo reizi noveroti
embrionalaja attisttba ka epitelialo Stnu konversija mezenhimala fenotipa, zaudgjot
polaritati un starpstinu kontaktus, ka arT notiekot biitiskam izmainam citoskeleta struktiira,
kas rezultgjas ar spgju ekspres€t mezenhimalos protetnus un migrét, $adi spelgjot
nozimigu lomu embrija attistiba (Thiery 2002). Domajams, ka epiteliala audzgja gadijuma
var tikt izmantoti EMT mehanismi, lai konvertétu diferencétas véza Stnas dediferencétas
$tnas ar palielinatu metastatisko potencialu (Kang et al. 2004).

4. Spé€ja inducét angiogenezi
Sakara ar baribas vielu un skabekla trikumu, nevaskularizéts audzgjs parasti
neparsniedz 2mm® tilpumu, tadg] Joti bitisku lomu audzgja attistiba sp&le audz&ja $inu
sp&ja inducét angiogenézi (Schmitt et al. 1999). Audzgja Stnu sp&ja inducét
angiogenézi balstas uz tadu augSanas faktoru produkciju un sekréciju, kas veicina
asinsvadu zaro$anos un augSanu. No $adiem faktoriem visbiezak sastopami VEGF
(vaskulara endotélija augsanas faktors) un bFGF (galvenais fibroblastu augSanas
faktors) (Eppenberger et al. 1998). Sobrid zinams, ka audz&ja iinas nespgj producét
enzimu PKG (cGMP atkariga proteinkinaze G). Normalas $inas PKG ierobezo f-
kateninu, kas stimul€ angiogenézi (Kwon et al. 2008).
5. Nejutiba pret aréjiem augSanu inhib&josiem faktoriem
Normalos audos tiek uzturéta homeostaze ar augSanu inhibgjosiem signaliem, kas
darbojas preti augSanas faktoru ietekmei, novirzot Siinu parejosa miera stavokli vai
postmitotiska stavokli, kas saistits ar $tinas diferencéSanos un proliferacijas potenciala

zudumu. Daudzi, iesp&jams, visi, antiproliferativie signali tiek novaditi caur
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retinoblastomas proteinu pRb un diviem ta radiniekiem — p107 un p130. Traucgjumi
pRb cela lauj véza §tinai proliferét arT augSanas inhibitoru klatbttne (Weinberg 1995 ).
6. AugSanas faktoru paspietieckamiba

Lai Stina sp&tu proliferét, tai jasanem ekstracelulari augSanas faktori. Véza Stinas
sp&j pasas sintezeét dalu no nepiecieSamajiem augSanas faktoriem, uz kuriem ar1 pasas
autokrini atbild (Fedi et al 1997). DaZos gadijumos v&za Stnas pilniba zaudgjusas
nepiecieSamibu péc noteiktiem augSanas faktoriem, pieméram, RAS protoonkogéna
mutacijas gadijuma var transléties hiperaktivs RAS G-proteins, kas ir aktivs, pat ja pie

atbilstoSa membranas receptora nesaistas augsanas faktors (Medema et al. 1993).

Sobrid pastav divi konkurgjosi modeli, kas mégina izskaidrot audzgja attistibu (Reya et
al. 2001):

1. Stohastiskais modelis — paredz, ka jebkura audzgja $iina ir tumorigéna un tas icieSanu
Stnas cikla nosaka gadijuma rakstura notikumi.

2. Hierarhijas modelis — paredz, ka tikai neliela audzgja $tinu subpopulacija ir atbildiga
par audz&ja auganu un metastazu formésanos. Sis modelis ir pamata véza cilmes §iinu
hipotezei.

Veza cilmes $tinu eksistenci jau 1855. gada paredzgja R. Virhovs, izvirzot hipotezi, ka
audzgjs attistas no $tnam, kas lidzinas embrionalam cilmes Stinam (Virchow 1855), tacu ta
laika tehnologijas nebija pietickami atfistitas, lai sniegtu iesp&ju parbaudit $o hipotézi, tadel
pirmie taustamie pieradijumi véza cilmes $iinu pastavéSanai tika ieguti tikai 1994. gada, kad
akiita mieloida limfoma tika atrastas §finas ar virsmas fenotipu CD34"/CD38", kas ir raksturigs
Stinam ar cilmes Siinu Tpasibam (Lapidot et al. 1994). Turpmakajos gados Iidzigas cilmes-
veida Stnas tika atrastas ari virkné citu audz€ju tipu. Noskaidrots, ka aizkunga dziedzera,
resnas zarnas un smadzenu audzgju cilmes-veida Stinam raksturigs cilmes $iinu virsmas
glikoproteins CD133. Injicgjot resnas zarnas CD133" §linas pelém ar novajinatu imiinsistemu,
daudzos gadijumos tas izradija sp&ju formét metastazes, turpreti neviena no 10* injicétam
CD133" stnam $§adu sp&ju neizradija (O’Brien et al. 2007). Turpinoties pétijjumiem, iegitie
pieradijumi v&za cilmes Siinu pastavéSanai bija neapstridami, tadel radas nepiecieSamiba
precizi definét véza cilmes $unas. Sadu véza cilmes $anu definiciju 2006. gada sniedz M. F.
Klerks: ,,Véza cilmes §tnas ir audzg&ja Siinas, kam piemit sp&ja veidot heterogénas véza $iinu
linjjas un paSatjaunoties” (Clarke et al. 2006), kur ar pasatjaunosanos biitu jasaprot veza
cilmes §tinu spgju asimetriski daloties, ne tikai veidot heterogé€nas diferencétu veza S§iinu

populacijas, bet ar1 saglabat véza cilmes Stnu Iiniju.
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Viens no véza cilmes §iinu izp€tes pamatjautdjumiem ir So Stnu neskaidra izcelsme. Ja
$adu §tnu avots ir nobriedusas, diferenc@tas Stnas, dediferenciacija un pasatjaunosanas speju
nodro$inasana galveno lomu spélétu akumul&tu onkogénu mutaciju kopums, tacu $1 hipoteze
ir maz ticama, jo diferenc€tu §inu miza ilgums vairuma gadijumu ir parak ss, lai tas sp&tu
akumul@t visas nepiecieSamas mutacijas, 11dz ar to daudz ticamakas skiet versijas, kas paredz

veZa cilmes $iinu attistibu no normalam cilmes §inam vai mat§iinam (3. att€ls) (Allan et al.

NORMALAS CILMES SUNAS VEZA CILMES SUNAS
[ &=
MUTACIAS

I

MUTANTAS MATSTUNAS

NORMALAS MATSUNAS

e
MUTACIIAS \

NOBRIEDUSAS STMNAS

3. attéls. VienkarSots modelis, kas ilustré hipotézi par véza cilmes $iinu izcelsmi (Sagar et al. 2007).

Figure 3. Simplified model of origin of the cancer stem cells.

2007), tomer jauni petijumi parada, ka nepiecieSama vienigi Oct-4, c-Myc, Sox2 un klf4
ekspresija, lai nobriedusus fibroblastus parvérstu par $§tiinam, kas morfologiski un fiziologiski
lidzinas embrionalam cilmes $tinam (Barnhart et al. 1007). Turpreti, ja véza cilmes Stinas
attistas, transforméjoties normalam cilmes S§tinam, pasatjaunoSanas sp&jas nodrosinasanai tas
varétu izmantot jau eksist€josus regulatoros celus, tacu, ta ka cilmes §iinas ir sastopamas
arkartigi reti, ticamaka ir versija par véza cilmes §tinu izcelsmi no matstinam (progenitor
cells) (Kucia 2006, Li 2007), ko apstiprina arT novérojumi, ka Bcl-2 un BCR/ABL (sastopams
90% hroniskas mieloidas leikémijas gadijumos) koekspresija mieloidas matsinas ir
pietickama, lai izraisttu leik€miju pelém (Jaiswal et al. 2003).

Jauns modelis paredz veéza cilmes Siinu raSanos cilmes $tnu sapliiSanas rezultata.
Konceptuali, sapluSana starp cilmes S§Unam un mutantam S§Gnam var novest pie
paSatjaunosanas potenciala atgiiSanas. Neseni pétijumi parada, ka kaulu smadzenu BMDC
Sfinas ir sp&jigas sapliist ar neoplastiskam epitélija $anam (Rizwi et al. 2006) Sads $inu

sapliisanas modelis spetu izskaidrot audz&ja §tinam biezi raksturigo aneiploidiju (Bjerkvig et
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al. 2005). Par labu $ai hipot€zei liecina arT daudziem virusiem piemitoSa sp&ja sapludinat
Stinas (Duelli et al. 2007).

Pretstata  klasiskajam  gadijumam, kad v&zis ir piesaistits = konkrétam
saimniekorganismam, no kura §tnas, tas ir attistijies, zinami ar1 divi kontagiozi v&za tipi —
sunu seksuali transmisivais vézis (CTVT, infekcioza sarkoma) un Tasmanijas velnsomainu
sejas vezis (DFTD). Sakotngji tika domats, ka abos gadijumos v&zi izraisa kads viruss, lidzigi
ka HPV var izsaukt dzemdes kakla vézi, tacu Sobrid ir zinams, ka parnes€jagents ir pati véza
Stna, kas pirmaja gadijuma izplatas seksualu kontaktu cela sunu un citu Canis gints sugu
populacijas, bet otraja gadijuma baroSanas, savstarp€jo cinu un agresivas paroSanas laika

Tasmanijas velnsomainu (Sarcophilus harrisii) populacijas (Murgia et al 2006).

1.2. Laundabigo audzéju imunologija
Dazi pétnieki uzskata, ka imiinas sist€mas dabiska funkcija ir mekl& un iznicinat

neoplastiskas S§tinas un audus, kas lauj vE@za attistibu interpretét ka iminas sist€mas
neveiksmigas darbibas rezultatu attieciba uz abnormalu $iinu atpaziSanu vai eliminéSanu
(Reiman et al. 2007). Iminas sist€émas nespecifisko un specifisko mehanismu kopumu, kas
nodroS$ina aizsardzibu pret véZa attistibu, sauc par véza imunredigéSanu. Véza imtunredigé$ana
norisinas tris fazeés — eliminéSanas faze, lidzsvara fazg un izbégsanas fazé (Dunn et al. 2004")
(4. attels):
1. ElimingSanas faze
ElimingSanas faze reprezent€ véza imiinuzraudzibas koncepciju, ietverot nespecifiskas
un specifiskas imunitates mehanismu kompleksu darbibu, lai eliminétu transform&tas
Stnas. Pilniga imiinredigéSanas procesa gadijuma véza Stinas tiek eliminétas $aja faze,
nesasniedzot Iidzsvara un izb&gsanas fazes. Eliminésanas faze tiek iedalita cetros solos
(Dunn et al. 2004°):
1) Audzgja Sinu izdaliti pre-iekaisuma faktori un hemokini izsauc nespecifiskas
imiinas sist€émas §tnu rekrutaciju uz audzgja saitu (Wrenshall et al. 1999).
Sasniedzot audzeju, NKT, yoT, NK S§tnas un/vai makrofagi sp&j atpazit tadas
audz€ja Stinam raksturigas molekulas ka NKG2D ligandus (Benlagha et al.
2000). Sadai audzgja $inam specifisku molekulu atpazidanai ir kritiska loma
turpmaka imiinas sistémas pretvéza aktivitate, kas raksturojas ar interferona vy

producésanu.
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4. att€ls. Veza iminredigésanas tris fazes (Dunn et al. 2004%).

Mutgénu faktoru ietekmé transformgjoties normalam §iinam (pelekas), tas klust par véza §tinam (sarkanas),
kas pat agras tumorigenézes stadijas ekspresé audzgja-specifiskus markierus, ka arT generé pre-iekaisuma
signalus (urinskabe u.c.), kas inici€ v&Za imiunredigéSanas procesu. ImunredigéSanas eliminacijas faze
iminuzraudzibas tikls, ko veido nespecifiskas un specifiskas imunitates mehanismi, veic mérktiecigu
audzgja Stnu elimin&Sanu, toméer, ja §is process cie§ neveiksmi, audzgja Stnas var ieiet Iidzsvara faze, ko
raksturo im@inds sisteémas selektiva iedarbiba un véza $anu diversitati, lidz ar to, divergg€jot véza $unam,
izdzivo tas, kas izrada rezistenci imiinas sist€mas darbibai. Rezistenci ieguvusas $iinas ieiet izbégsanas faze
un turpina nekontroléti proliferet.

Figure 4. The three phases of the cancer immunoediting process.

Normal cells (gray) subjected to oncogenic stimuli ultimately undergo transformation and become tumor
cells (red), which even at early stages of tumorigenesis may express distinct tumor-specific markers and
generate proinflammatory "danger" signals (uric acid etc.) that initiate the cancer immunoediting process.
In the elimination phase of immunoediting, mechanisms of innate and adaptive immunity, which comprise
the cancer immunosurveillance network, may eradicate the developing tumor, however, if this process is not
successful, tumor cells may enter the equilibrium phase. In this phase the immune system can selectively
affect the diversity of tumor cells resulting in the survival of only those cancer cells which resist to immune
attack. Those cells may enter in the escape phase and proliferate unaffected by immune system.

2) Imiinas sist€mas $iinu atbrivotais interferons-y izraisa lokalu hemokinu sintézi,
izsaucot papildus imiinas sist€mas Sinu rekrutaciju uz audzgja saitu un
ekstracelulara matriksa remodeléSanas blakusprodukti stimule audzgja
infiltr§juSos makrofagus izdalit nelielu daudzumu interleikina-12 (Hodge-
Dufour et al. 1997), kas, savukart, lick audzgja infiltr§jusam NK $tnam izdalit
nelielu daudzumu interferona vy, stimulgjot makrofagus izdalit papildus
interleikinu-12, ka rezultata, mijiedarbojoties makrofagiem un NK §tinam, tiek
izdalits liels daudzums interferona y (Bancroft et al. 1991), izsaucot virkni

interferona y atkarigo procesu, tai skaita antiproliferativos, pre-apoprotiskos un
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angiostatiskos, kas izraisa dalas audzgja Stinu bojaeju un audzg€ja antigénu

izdaliSanos ekstracelularaja telpa.

3) Nespecifiskas imiinas sistémas darbibas rezultata iznicinato audz€ja Stnu

antigénus vai antigé€nus saturosas atliekas endocitozes cela uznpem uz audzgja
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5. attéls. Specifiska imuna atbilde uz audz&ja antigéniem (Sahin et al 1997).

Specifiskaja imlinaja atbilde uz audzgja antigéniem iesaistitas CD4+ T, Stinas, CD8+ T, §iinas un B Stnas, kuras
aktivé profesionalas antigénus prezentgjosas Sunas (dendritiskas Siuinas). Sekrécijas vai nespecifiskas iminas
atbildes izraisttas audzgja Stnu destrukcijas rezultata atbrivotos antigénus (I) pinocitozes, fagocitozes (II) vai
FcR mediétas endocitozes (IIT) cela uznpem antigénus prezentgjosas APC Siinas. Uznemtie antigéni tiek proceseti
(IV) un prezentéti kopa ar MHC 1 klases molekulam (V) T, $Gnam un kopa ar MHC II klases molekulam (VI) T,
$tinam, izraisot attiecigo $tinu aktivaciju. Audzgja antigénu uznem ari B §iinas, izmantojot membranas Ig (VII)
un prezenté tu kopa ar MHC II klases molekulu T}, $tnam. Antigénus prezentgjoso Stinu un B §tnu antigénu
prezentacijai Ty, Stnam ir kritiska loma specifiskaja imtinaja atbildg, jo ta izsauc klasu parslégsanos un IgG/A
antivielu sekréciju B §inam (VIII), ka arT ilgsto$o T $tnu antigénu atminu (IX). T, §tnu aktivacija (V) ieslédz So
s$tinu citotoksisko aktivitati, kas izpauzas ka T, izraisita audzgja $tinu lizésana (X).

Figure 5. Specific immune responses to tumor antigens.

Specific immune responses to tumor antigens involve CD4+ Th, CD8+ Tc and B cells which are activated by
professional antigen presenting cells (dendritic cells). Tumor antigens (I) released by secretion or innate
immune response mediated tumor cell lysis are captured by antigen presenting cells, by either pinocytosis,
phagocytosis (II) or FcR mediates endocytosis (I11). Uptaken antigens are processed (IV) and presented by MHC
1 (V) to Tc cells and by MHC Il (VI) to Th cells leading to the activation of these cells. Tumor antigens are
captured also by B cells and this is driven by membrane Ig (VII) leading to MHC II antigen presentation to Th
cells. Antigen presentation to Th cells by both antigen presenting cells and B cells is critical for the adaptive
immune response as it induces class switching and the secretion of IgG/IgA by B cells (VIII) and also long

lasting T cell memory responses (IX). Activation of Tc cells (V) triggers cytotoxic activity of Tc cells which
induces tumor cell lysis (X).
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saitu rekrutétas dendritiskas Stnas. Antigénus nesosas nobriedusas dendritiskas
$tnas migré uz limfmezgliem (Dunn et al. 2004, kur tas kalpo ka starpposms
starp nespecifisko un specifisko imiino sist€ému, proces€tus antigenus kopa ar
MHC II vai MHC I klases molekulam prezentgjot attiecigi CD4+ T}, Sinam un
CD8+ T, stinam, kas izsauc attiecigo $tinu aktivaciju. Antigé€nus ar membranas
Ig starpniecibu uznem ar1 B $iinas, kas tos procesg un prezenté Ty, Siinam kopa
ar MHC 1II klases molekulam. Dendritisko APC §tinu un B S$tnu antigénu
prezentacija Ty, §inam ierosina klasu parslégsanos un Ig produkciju B §tnas, ka
arT ilgstoSu antigénu atminu T $tGnam (Sahin et al 1997) (5. attéls).
4) Saja soli norisins audzgja specifisku CD4+ T, un CD8+ T, §iinu rekrutacija uz

audzgja saitu un pilniga audz&ja elimingSana. Audzgja specifiskas CD8+ T,
Stnas efektivi atpazist v€za $iinas un elimin€ tas, izmantojot gan tieSus, gan
netieSus mehanismus (Dunn et. al. 2004b).

2. Lidzsvara faze

Lidzsvara fazg starp imiino sisttmu un audzgja Sinam iestdjas dinamisks Iidzsvars, kas

raksturojas ar uz izdzivoju$am audzgja Stnam verstu iminas sisteémas darbibas izraisttu

selekcijas spiedienu, ka rezultata audzgja augSana tiek ierobezota, to pilniba neiznicinot.

(Dunn et al. 2004%). ST faze, iespgjams, ir visgaraka no imunredigésanas tris fazém un var

ilgt vairakus gadus (Loeb et al. 2003). Saja perioda galvenie mehanismi, kas audzgjam

lauj parciest pastavigus imiinas sisteémas uzbrukumus, ir audz&ja Stinu heterogenitate un

genétiska nestabilitate (Loeb 1991).

3. IzbégSanas faze

Izbégsanas fazé uz audzgja Sinam vairs nedarbojas imiinas sist€émas spiediens, jo tas

ieguvusas rezistenci pret imiinas sistemas iedarbibas mehanismiem, iminsupresivu

aktivitati un/vai ipagibas, kas lauj tam palikt ,,neredzamam” imiinas sistémas §anam Sadas

audzgja §tinu Tpasibas nosaka dazadi mehanismi, piem&ram (Dunn et al. 2004°):

e Imiinsupresivu citokinu sintéze
e Antigénu neekspreséSana

e Nejutiba pret interferonu-y

1.3. Laundabigo audzéju antigénu identificéSana

Atskiriba no dzivnieku modeliem, cilvéka neoplastiskiem audiem specifisku antigénu
eksistence tika neparprotami demonstréta tikai 1991. gada, kad T. Buna (Boon) grupa

aprakstija melanomas antigénu MAGE-1 (van der Bruggen et al. 1991), tacu, attistoties
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antigénu identific€Sanas metodikai, jau 2002. gada zinamo audz€ja antigénu skaits parsniedza
2,5 tikstosus (Yuichi et al. 2005). Sadas zinasanas par audz&u antigéniem paver jaunas
laundabigo audzgju diagnostikas un terapijas iespgjas.

Vairums identificeéto audzgja antigénu iesp&jams klasificet pec to ekspresijas rakstura,
funkcijam vai izcelsmes, ierindojot tos kada no sekojosam kategorijam (Jéger et al. 2000,
Sahin et al 1997):

1. Veza-seéklinieku (cancer-testis) antigéni — antigéni, kuri raksturigi audzgja $tnam,
bet nav sastopami normalos ausos, iznemot s€kliniekus, kas ir imn-privilegéts rajons.
Pie sadiem antigé€niem pieskaitami MAGE-1, MAGE-2, MAGE-4a, HOM-MEL-40,
NY-SO-1 u.c.(De Plaen et al. 1994, Chen et al. 1997). NY-ESO-1 ir viens no
visimunoggnakajiem audzgja antigéniem un izraisa imiino atbildi 40-50% pacientiem
ar NY-SO-1" audz&ju (Jager et. al. 2000).

2. Diferenciacijas antigéni — antigéni, kas raksturigi kadas noteiktas izcelsmes véza
Stnam, ka arT tadas paSas izcelsmes normalam Stinam. Pie Sadiem antigéniem var
pieskaitit, pieméram, melanomai raksturigu antigénu - tirozinazi, kas sastopama ari
normalos melanocitos (Coulie et al. 1994).

3. Mutantie antigeni — antigéni, kas ekspreséti no mutgjusiem géniem. Sadi antigéni
sastada tikai nelielu dalu no visiem zinamajiem audz&ju antigéniem (Sahin et al 1997).
Pie sadiem antigéniem pieskaitami MUM-1, p53, CDK4 u.c. (Jager et al. 2000).

4. Parmérigi ekspresétu génu produkti — antigéni, kas sastopami gan audzgja $iinas,
gan normalas S$iinas, tacu audzgja Sunas to ekspresijas apjoms var but daudzkart
palielinats, parsniedzot kritisko slieksni, virs kura sak izpausties imtina atbilde (Viola
et al. 1996). Pie §1s grupas pieskaitami HER2/neu, p53 u.c. (Jager et al. 2000).

5. Alternativie splaisinga varianti — ar audz&ju asociéti splaisinga varianti, kam piemit
imunogena aktivitate, pieméram, Hodzkina limfomai (Hodgkin’s lymphoma)
raksturigs antigéns restins (Sahin et al. 1995).

6. Ar posttranslacijas modifikacijam saistitie - Antigéni, kas tiek ekspreséti vienados
apjomos gan audz&ja, gan normalos audos, ta¢u imiino atbildi, pateicoties post-
translacijas modifikacijam, izraisa vienigi audz€ja pacientiem. Pie S§is grupas
pieskaitams, pieméram, HOM-MEL-2.4 (Skipper et al. 1996, Chen et al. 1996).

7. Viralie antigéni — viralas izcelsmes antigéni, pieméram, HERV-K10 retrovirusa env
proteins, kas sastopams nieru audzg&jos (Ono et al. 1986).

Audzgju antigénu mekleSanai un identific€Sanai ir izstradatas vairakas metodes:
1. Autologa serologiska antigénu identificéSana — metodi 20.gs. 70. gados attistija

Loida J. Olda grupa un ta balstas uz autologa seruma antivielu sp&ju reagét ar audzgja
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antigéniem. Metodgé tika izmantotas kultivetas véza Siinu linijas un autologs serums,
lai veicot izverstus absorbcijas testus, noteiktu antigénu-antivielu saistibu. Metodes
ierobeZotais potencials lauj identificét tikai nelielu dalu audz&ju antigénu (Sahin et al.
1997, LICR 2007).

T, Stinu epitopu klon&$ana — metode attistita 20.gs. 90. gadu sakuma un ta balstas uz
audz€ja kDNS bibliotekas ieklongsanu atbilstoSu MHC-1 ekspresgjosas merksinas un
sekojosas uz MHC-1 prezentéto antigénu epitopu identific€Sanas, izmantojot no
audz&ja infiltrata izdalitas T. $anu linijas. ST metode ir loti darbietilpiga, jo
nepiecieSamas T, $tinu linijas un iemanas klon&sana (Yang et al. 2006, Yang et al.
2005).

MHC-1 saistito peptidu eluésana — metode baltas uz peptidu eluésanu no audzgja
§inam vai attiritam audz&ja MHC-1 molekulam un uzneSanas uz APC §inam, kam
seko attiecigo APC reaktivitates testi ar T, $tnam. Ar T, reag€josSie antigéni talak tiek
attiriti un sekvenéti. ST metode prasa iemanas proteinu kimija, proteinu attirisana, ka
arT masspektrometrija (Yang et al. 2005).

Diferencialas ekspresijas analizes — izmanto jaunakos tehnologiskos risinajumus, lai
atklatu RNS un protemus, kas tiek atSkirigi ekspreséti normalas un audzgja S$tinas

(LICR 2007).

SEREX metodolofja

AudzEju paraugi Pacienta serums

mRNS izdaliiana

kDNS ekspresijas bibliotgka

Ekspresija prokanotu $inis

'l

Autologa skringtana

Pozitive klonu izol&ana un sekvenédana

#+— Atbilstibas mekl|gsan datubazs

Génu sbnormalitasu meklgsana mRNS ekspresijas rakstura analizes Antivielu atbildes uz

(muticyas, translokdcijas u.c.) normilos un audz8ja audos SEREX-definstiem antigéniem
salidzindsana veseliem cilvékiem
un neoplastisku slimibu pacientiem

6. attéls. SEREX pieeja cilvéka aud&ju antigénu identificéSana (Chen et al. 2004)

Figure 6. SEREX approach to defining human tumor antigens.

SEREX (serological analysis of recombinant cDNA expression libraries) — metodi
1995. gada uz autologas serologiskas antigénu identificéSanas metodes bazes
izstradaja M. FreundSuhs (Pfreundschuh). Isi péc metodes izstrades tika aizsakta

Starptutiska SEREX Programma (International SEREX Program), kuras ietvaros Véza
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Imunoma Datubaze (Cancer Immunome Database), kas ir lielaka publiski pieejama
vEZa antigénu datubaze, papildinata jau par aptuveni 2000 antigénu sekvencém (LICR
2007).

Klasiskaja SEREX metodg (6. att€ls) no svaigiem audzgja paraugiem, izmantojot
A-faga vektoru, tiek konstruéta kDNS biblioteka un ekspreséta Escherichia coli
bakterija. Rekombinantie A-fagi no plakiem tiek parnesti uz nitrocelulozes membranas
un skrinéti ar augsta titra IgG antivielam, kas parstavétas pacienta seruma. Izmantojot
ar enzimu konjug€tas sekundaras antivielas pret cilvéka IgG, ka antigéni tiek
identificéti ar seruma IgG reaggjosie A-fagu rekombinantie peptidi un $adi pozitivi
kloni iegiiti monoklonala veida, lai, veicot DNS sekven&sanu, noteiktu insertétas DNS
sekvenci (Sahin et al. 1997). Sadai metodei piemit vairakas prieksrocibas
salidzinajuma ar iepriek§min&tajam, piem&ram, svaigu audzgja audu izmantosana lauj
kDNS biblioteka ieklaut lielako dalu audz&ja Siinas ekspreséto proteinus kod€joso
génu un izvairities no in vitro artefaktiem. Metode lauj arT detektét ne tikai Stinas
virsmas, bet arT iek$Stnas antigénus (Ttreci et al. 1997).

Lai gan SEREX koncepcija liekas vienkarsa, veiksmigai metodes pielietoSanai
nepiecieSams apiet virkni tehnisku griitibu (Chen et al. 2004):

1) Cilvéka seruma raksturigas antivielas, kas reagS ar bakterijas vai faga
komponentiem. ST probléma parasti tick risinata, atkartoti absorbgjot
atSkaiditu serumu ar bakteriju un fagu lizatu (Chen et al. 2004)

2) IgG ekspresgjosu B sunu klatbuitne audzgja rezultgjas ar IgG kodgjosu
sekvencu ieklausanos kDNS bibliotekd un imunoskrininga dod viltus
pozitivus signalus. Sis problémas risinadanai tiek izmantots preskrinings
(Chen et al. 2004).

3) Dala no seruma antivielam, kas reagé ar KDNS bibliotéku, ir autoantivielas,
kuram ir maza vai vispar nekada saistiba ar audzgju. S probléma tiek
risinata, izslédzot IgM un lietojot serumu atSkaidijuma no 1:100 Iidz
1:1000, lai fokusgtos vienigi uz augsta titra IgG (Chen et al. 2004).

Sobrid eksiste liels skaits dazadu SEREX metodes modifikaciju, kuras var iedalit
sekojosas grupas (Chen et al. 2004):

1) Variacijas kDNS bibliotekas avota izvelg;

2) Variacijas vektoru sist€mas izvelg;

3) Variacijas antivielu avota izvelg;

4) SEREX kombinacija ar citam metodém, pieméram, fagu displeja

tehnologijam vai s€rijveida génu ekspresijas analiz€ém (SAGE).
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2.1.1 Reaktivi un izejvielas

2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

Razotajs

Reaktivi un izejvielas

Ambion Inc. (Applied
Biosystems kops 2006. gada)

AMRESCO, Lietuva
Fermentas, Lictuva

Invitrogen, ASV
Jaunpagasts Plus, SIA, Latvija
MERCK (EMD)

Premier Brands Ltd.,
Lielbritanija
SIGMA, ASV

STANLAB, Polija

DEPC-apstradats tidens; RNALater RNS stabilizacijas $kidums; amonija
acetats

Tris baze (2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diols)

100bp Leader DNS garuma markieris; 6x DNA Loading Dye Solution;
IPTG (izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozids); pUC19/Mspl DNS garuma
markieris; 10x TangoTM buferis; R buferis; Klenow buferis; TOPvision™
LE-GQ agaroze; garnelu sarmaina fosfataze (SAP); Hind 111 restrikcijas
endonukleaze; Klenow enzims; Not I restrikcijas endonukleaze

LB pulveris (LB BROTH BASE); TRIzol reagents; etidija bromids
(10mg/ml)

Etanols

Borskabe; EDTA (etilén-diamin-tetraacetats); hloroforms; karbenicilins; T4
polinukleotid kinaze

Marvel beztauku piena pulveris
Tween detergents; Izopropanols; LiCl; MgCl,; PEG-8000 (polietilén

glikols 8000);
NaCl

2.1.2 Reagentu un izejvielu komplekti

Razotajs

Komplekts

Ambion Inc. (Applied
Biosystems kops 2006. gada)
Applied Biosystems, ASV
Fermentas, Lietuva

GE Healthcare, Lielbritanija
Invitrogen, ASV

MBiotech, Dienvidkoreja
MERCK (EMD)

Stratagene (An Agilent
Technologies company kop$
2007. gada)

DNA-free'™ reagentu komplekts

BigDye Terminator cikliskas sekveng$anas reagentu komplekts
PCR reagentu komplekts

illustra GFX, PCR, DNS un ggla attiriSanas reagentu komplekts
Dynal mRNS atfiriSanas reagentu komplekts

SpinClean™ PCR attiriSanas reagentu komplekts

Novagen® T7 Select klongsanas reagentu komplekts; Novagen®
OrientExpress random praimeru kDNS sint&zes reagentu komplekts;
Novagen® DNS ligésanas reagentu komplekts; Novagen®™ T7 Select
pakosanas reagentu komplekts; Novagen” EcoR I/ Hind III galu
modificé$anas reagentu komplekts

Stratagene A DNS attiri$anas reagentu komplekts

2.1.3 Sintétiskie oligonukleotidi

Nosaukums Sekvence Izcelsme

Strep praimeris 5-ATTGCGGCCGCTTA-3' METABION, Vacija

StrepllTag-1 5S’TTAAGCTTAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTTC METABION, Vacija
GAAAAATAAGCGGCCGCA3’

StrepllTag-2 5S’TTAAGCTTTAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTTC METABION, Vacija
GAAAAATAAGCGGCCGCA3’

StreplITag-3 S’TTAAGCTTTGAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTT METABION, Vacija
CGAAAAATAAGCGGCCGCA3Z’

T7 Down praimeris 5'AACCCCTCAAGACCCGTTTA3Z’ METABION, Vacija

T7 Up2 praimeris 5'CTTCGCCCAGAAGCTGCA3' METABION, Vacija
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2.1.4 Buferskidumi

BuferS§kidums Sastavs
10x M9 sali 1) 420mM Na,HPO,
2) 240mM KH,PO,
3) 90mM NaCl
4) 190mM NH,CI
10x TBE buferis 1) 0,89M Tris baze
2) 0,89M H;BO; (pH 8,3)
3) 20mM EDTA
10x TBS buferis 1) 1,35M NaCl
2) 0,25M Tris baze
3) 0,25M Tris-HCI (pH 7.,4)
2,5x sekvengsanas buferis 1) 200mM Tris baze
2) SmM MgCI2
Buferis TE 1) 10mM Tris-HCI (pH 7,5)
2) 1mM EDTA
Precipitacijas skidums 1) 10mM CH3;COONa (pH 4,6-5,2)
2) 77% etanols
2.1.5. Barotnes
Barotne Sastavs
LB barotne 1) 2% LB pulveris
2) 98% tuidens
LB Top agars 1) 2% LB pulveris
2) 0,6% agaroze
3) 97,4% tudens
2.1.6. Baktgriju celmi
Nosaukums Izcelsme
Novagen® BLT-5615 Glycerol Stock MERCK (EMD)

2.1.7. Serumi un audu paraugi
Visi serumi un audz&ju audu paraugi nemti no Latvijas Onkologijas Centra, kur tie ievakti no

pacientiem, kuri iepriek§ informeti par petijuma mérkiem, norisi un iesp&jamiem riskiem, ka
arT devusi rakstisku akceptu. Operaciju laika ievaktie audzgju audu paraugi nekavéjoties
ievietoti RNALater RNS stabilizacijas $kiduma. Atlauju pétjjumiem devusi LR Centrala

Medicinas &tikas komisija.
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2.1.8. Aparatira un aprikojums

Apraksts Modelis Razotajs

Aukstuma bloks PCR-cooler Eppendorf, Vacija
Automatiskais sekvenators ABI PRISM 3100 Applied Biosystems, ASV
Centrifuga 5415D Eppendorf, Vacija

DNS amplifikators
Horizontalas elektroforézes
iekarta

Inkubators

Kelvinators

Kratitajs

Laminars

Ledusskapis

Lidzstravas baroSanas bloks
Magnétiskais dalinu koncentrators
Magnétiskais maisitajs
Maisitajs

Maisitajs

Mikrovilnu krasns
pH-metrs

Spektrofotometrs

Svari

Termobloks

Termostats

UV transiluminators

GeneAmp® PCR System 9700
GNA-100

INFORS AG CH-4103
MDF-U53V
HOT-SHAKER
DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-M-AR
R-130

PowerPac Basic

Dynal MPC-S
MAGNETIC LABMIXER
Vortex - Genie 2

Bio -Vortex V1

M1712NR

pH 510

NanoDrop® ND-1000

PLS 360-3 (360+/-0,001g)
TDB-120

LKB Bromma 2219
UVT-20M/W

2.2. Metodes

2.2.1.Totalas RNS izdaliSana no izmantojot TRIzol™ reagentu

Applied Biosystems, ASV
Pharmacia, Zviedrija

Novatron, Inc.

SANYO Electric Co., Ltd.
SCIERA

Biosan Laboratories, Inc.
Snaige

Bio-Rad, Inc.

Invitrogen, USA
LABOTEK, Latvija
Scientific Industries, ASV
Biosan Laboratories, Inc.
Samsung, Dienvidkoreja
Oakton Instruments, ASV
Thermo Scientific, ASV
KERN, Vacija

Biosan Laboratories, Inc.
Pharmacia

Herolab, Vacija

Darbu veic laminara un izmantotos materialus, ka ar1 darba vidi apstrada ar RNazes
inaktiv§josu Skidumu, lai izvairitos no RNazu kontaminacijam, kas varétu nelabveligi
ietekmét izdalitas RNS kvalitati. RNS izdaliSanai izmanto TRIzol™ reagentu, kas lauj no
audu homogenizata izolét RNS, DNS un proteinus. Kunga véza un normalo audu paraugu
dezintegraciju veic, ar skalpeli sasmalcinatus paraugus iesaldgjot Skidraja slapekli un saberzot
porcelana piesta. Aptuveni 50% no katra audu homogenizata izmanto  totalas RNS
izdali$anai, bet atliku$o daudzumu iepako 1,5ml stobrinos un uzglaba kelvinatora pie -80 C.
RNS izdaliSanu veic pa sekojosiem soliem:

1.  Audu homogenizatam pievieno TRIzol™ reagentu (1ml uz katriem 100ul audu
homogenizata), samaisa invertgjot un inkube piecas miniites istabas temperatiira.
2. Pievieno 200ul hloroforma, samaisa invert§jot, inkub& 2 miniites istabas

temperatura
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10.

11.
12.

13.

14.

Centrifugé 15 minttes pie 13,2 kRMP un 4 ‘C. MaisTjums sadalas tris fazes —
augseja udens fazé (aptuveni 60% tilpuma), kas satur RNS, bliva DNS fazé un
apaksgja proteinus saturosa faze.
Parvieto augs€jo, RNS saturoSo tidens fazi jauna 1,5ml stobrina, tacu saglaba ari
vidgjo, DNS saturo$o fazi (pie 4 C) turpmakai DNS izdali$anai.
RNS fazei pievieno 0,5ml izopropanola, kas lauj precipiteét RNS, inkubé desmit
miniites istabas temperatiira
Centrifugé desmit mindites pie 13’200 RMP un 4 'C, uzmanigi nolej
supernatantu
Mazga RNS ar 1ml 75% etanolu divas reizes:

e RNS nogulsni suspendé 1ml etanola

e Vortekse

e Centrifugg piecas mintes pie 13°200 RMPun 4 C

¢ Nolej supernatantu
Centrifugg, atsiic atlikuSo supernatantu, izzavé nogulsni, turot stobrigu atvértu
11dz iztvaiko etanola pilieni
Skidina nogulsni 1001 nukleazu briva adent
Pievieno 5ul (1/20 no tilpuma) 20x DNazes buferi un 8u (1pl-8u/pl) DNazi, lai
atbrivotos no DNS piemaisijumiem. Vorteks€. Centrifugé 30 sekundes
Inkubg 20 minites pie 37°C
Pievieno 21ul (20% no tilpuma) DNazes inaktivacijas reagentu, maisa divas
miniites, centrifugg.
Noméra RNS koncentracijas, izmantojot NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru
(2.2.2)
Uzglaba kelvinatora pie -80 C.

2.2.2. Nukleinskabju koncentraciju mériSana ar NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru

Nukleinskabju koncentraciju mérisanai lieto NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru,

kurs, izmantojot sakaribu starp nukleinskabes koncentraciju un elekromangnétiska starojuma
absorbcijas intensitati pie konkréta vilpa garuma, lauj noteikt attiecigas nuklemnskabes
koncentraciju §kiduma, tomeér ND-1000 iesp&jams izmantot arT proteinu, fluorescentu tagu un
Stnu kultiiru kvantitativam analizém. Par nukleinskabes tiribu var spriest péc 260nm/280nm,
ka art 260nm/230nm absorbcijas intensitaSsu attiecibam. Nukletnskabju koncentraciju

meérisana tiek veikta pa sekojosiem soliem:
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1. Notira spektrofotometra augsejo un apaks€jo mérisanas pjedestalu ar ident samitrinatu
salveti, ar pipeti uznes 1l Gidens uz apaksgja mériSanas pjedestala, nolaiz parauga
roku un inicializ€ mériSanu, lietojot NanoDrop programmattru.

2. Laucina ,Sample type” izvélas DNS-50 wvai RNS-40, atbilsto§i meramajai
nuklemskabei. Uznes uz apaksgja pjedestala buferi, kura skidinata nuklemskabe un ar
komandu ,,blank™ veic references meérjjumu.

3. Uz apaksgja pjedestala uznes me&ramo paraugu, nolaiz parauga roku un ar komandu

»~measure” veic koncentracijas mérjjumu un nolasa rezultatu. Pirms katra mérjjuma ar

salveti notira augs€jo un apaksgjo merisanas pjedestalu.

2.2.3. RNS elektroforéze agarozes géla

RNS elektroforézi veic 1pasi tai paredzeta elektroforézes vannina uz 1,5% agarozes

gtla pa sekojoSiem etapiem:

1. Pagatavo TBE bufera atSkaidijumu Iidz 1x (DEPC tdeni).

2. Pagatavo 1,5% agarozes $kidumu 1x TBE buferi

e Nosver 0,75g agarozes, parvieto koniskaja kolba, uzpilda Iidz 50ml atzimei
ar 1x TBE buferi.
e MaisTjumu kars€ mikrovilnu krasni, 1idz tas kltist homogéns.

3. Agarozes Skidumam pievieno 0,5ul etidija bromida (10mg/ml), kas spgj saistities
pie RNS dubultspiralizétajiem rajoniem un ir fluorescenti detekt&jams. Skidumu
atdzese lidz aptuveni 60 C un iepilda elektroforézes karieté ta, lai kemmites zari
iespiestos aptuveni 2-3mm dzili. Karieti atstaj nekustigu, lidz agarozes Skidums
pariet g€la stavokli.

4. Elektroforézes vanninu uzpilda ar 1x TBE bufera ar aprékinu, lai tas nedaudz
parsegtu agarozes g€lu. No elektroforézes karietes iznem kemmiti un karieti ar
g€lu ievieto elektroforezes vannina.

5. Uz aukstuma bloka 2pl RNS koloidam pievieno 2l 2x elektroforézes krasas
Skiduma (Loading Dye Solution). Denaturé 5 minttes pie 68 C uz termobloka.

6. Denaturétos RNS paraugus ienes bedrit€s uz agarozes géla. Vanninu piesleédz pie
lidzstravas baro$anas bloka (100V) un atstaj uz aptuveni 40 minGtem.

7. Agarozes g€lu iznem no elektroforézes karietes un apliko UV transiluminatora.
Skaidri izsSkiramas rRNS joslas lieciena par zemu RNS degradacijas Iimeni,
turpreti, ja joslas ir vaji saskatamas vai ar1 to nav un RNS sadalijums ir difuzs, tas
liecina par augstu RNS degradacijas Iimeni un $ada RNS nav piemérota talakai

izmantosSanai.
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2.2.4. Matricas RNS izdaliSana

Lai no kop&ja RNS maisfjuma selektivi atdalitu nepiecieSamo mRNS, tika izmantots

- = - =V

Dynal mRNS attiriSanas reagentu komplekts. mRNS attiriSana tika veikta sekojosi:

1.

Sagatavo superparamagnétiskas (magnetits (Fe,O3 FeO) polistiréna caula) lodites
(Dynabeads oligo(dT),s) , kas ir parklatas ar mRNS poliadenina 3’ galu saistoSu
oligo(dT),s un spgj reagét uz argju magnétisko lauku:
e Sakrata lodiSu suspensiju un panem 400ul 1,5ml stobrina un ievieto Dynal
MPC-S magnétiskaja dalinu koncentratora. Ar pipeti atstic Skidrumu.
e Mazga ar 200ul saistiSanas bufera (Binding buffer), izmantojot magnéetisko
stativu.
e Resuspendg lodites 1 tilpuma saistisanas bufera.
Apvieno RNS paraugu un sagatavoto lodisu suspensiju. Maisa 5 miniites istabas
temperatura.
Parvieto reakciju uz Dynal MPC-S. Nesaistitas RNS koloidu parnes jauna stobrina.
Lodites divas reizes mazga ar skaloSanas buferi (Washing buffer), izmantojot Dynal
MPC-S.
Resuspendé lodites 15ul 10mM Tris-HCI1 un karsé 2 minttes uz termobloka pie 70 C.
Reakciju parvieto uz Dynal MPC-S. Savac RNS saturo$o Tris-HCI §kidumu. Lodites
saglaba.
Lodites apvieno ar nesaistitas RNS koloidu un atkarto 3.-5. punktu.
Noméra abu mRNS paraugu koncentricijas, izmantojot NanoDrop”™ ND-1000

spektrofotometru (2.2.2.).

2.2.5.Pirmas kDNS kédes reversa transkripcija uz mRNS bazes

(Adaptats péc OrientExpress' ™ kDNS sintézes reagentu komplekta protokola)

l.

Pagatavo reakcijas maisijumu ar kopgjo tilpumu 20ul sterila 1,5ml mikrocentrifigas
stobrina:

e 4ug mRNS

e lpg HindIIl random praimeru (NNN’NNN’TT)

e x pl nukleazu briva tdens
Karsé 10 miniites uz termobloka pie 70 C, lai, denaturgjot RNS sekundaras struktiiras
palielinatu praimeru saistiSanas efektivitati.

Atdzesé uz aukstuma bloka.
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4. Centrifugg, lai savaktu reakcijas maisijumu stobrina apaksa.
5. Pievieno atlikusos pirmas kedes sint€zes reakcijas komponentus (kopgjais tilpums —
50ul, ieskaitot MMLYV reverso transkriptazi, kas tiks pievienota 7. sol1):
e 10ul 5x pirmas kédes buferis
e 5ul 100mM ditiotreitols (DTT)
e 2.5ul metileéto ANTP maistjums
e x pl nukleazu brivs Gidens.
6. Pipetéjot samaisa reakcijas komponentus, 1 minati silda pie 37 C.
7. Pievieno 800U MMLYV reversas transkriptazes, sapipet€ un inkub& 60 minttes pie
37 C.
8. Inaktivé MMLYV reverso transkriptazi, karsgjot paraugu 10 mintites pie 70 C uz
termobloka. Atdzes€ uz aukstuma bloka un centrifugg, lai savaktu saturu stobrina
apaksa.

9. Turpina ar otras kKDNS k&des sintezi (2.2.6.)

2.2.6.0tras kDNS ké&des sintéze
(Adaptats péc OrientExpress' ™ kDNS sintézes reagentu komplekta protokola)

1. Otras k&des sintézi sak papildinot 50ul pirmas k&des reakcijas maisijuma ar
sekojosiem reagentiem lidz 250l tilpumam (uz aukstuma bloka):
e 50ul 5x otras k&des bufera
oul 100mM DTT

e 2ul 10x metiléto ANTP maistjums
o x ul nukleazu briva tidens
e 50U DNS polimeraze I
e 1,6URNaze H
2. Samaisa un inkub& 90 miniites pie 15~ C
3. Pievieno 250pul hloroforma, vortekse 30 sekundes un centrifugg pie 12 kRMP vienu
mindti..
4. Parvieto tidens fazi jauna stobrina. Attira KDNS ar illustra GFX, PCR, DNS un géla
attirisanas reagentu komplektu (2.2.7.). kKDNS elug 25ul tidens. Noméra DNS
koncentraciju ar NanoDrop ND-1000 spektrofotometru (2.2.2.).
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2.2.7. DNS attirisana ar illustra™ GFX, PCR, DNS un gé&la attiri§anas reagentu komplektu

(Adaptéts pec illustra™ GFX, PCR, DNS un géla attiriSanas reagentu komplekta protokola)

1.

A e A T o

10.

11.

Vienam tilpumam DNS parauga pievieno piecus tilpumus saistibas bufera (Capture
buffer). Samaisa.

Ievieto GFX kolonnu savaksanas stobrina.

Parvieto saistibas bufera — DNS parauga maistjumu GFX kolonna.

Centrifugeé 30 sekundes pie 13 kRMP.

IztuksSo savakSanas stobrinu.

Uz GFX kolonnas uznes 500pl skalosanas bufera (Wash buffer).

Centrifugg 30 sekundes pie 13 kRMP.

Savaks§anas stobrinu iztukSo un atkarto 6.-7. soli.

GFX kolonnu parvieto jauna 1,5ml mikrocentrifligas stobrina. Savaksanas kolonnu
izmet.

Uz GFX kolonnas uznes eluéSanai nepiecieSamo daudzumu tidens. Inkubg istabas
temperatiira vienu miniiti.

Centrifugé vienu miniiti pie 13 kRMP.

2.2.8. KDNS galu lidzinaSana ar T4 DNS polimerazi

(Adaptats pec OrientExpress'  kKDNS sintézes reagentu komplekta protokola)

1.

I i

Pagatavo reakcijas maisijumu ar kopgjo tilpumu 30ul:

e 20l dubultspiralizéta KDNS

e 3ul 10x Flush buferis

e 1,5u1 100mM DTT

e 3ul ImM dNTPs

e 1,5U T4 DNS polimeraze

e x pl nukleazu brivs tidens
Samaisa un inkubg 20 mindtes pie 11 C.
Pievieno 100pl Gidens un vienu tilpumu (130pl) hloroforma.
Vorteksé 30 sekundes un centrifugé pie 12 kRMP vienu minti..
Parnes augsgjo fazi jauna stobrina.
Attira DNS ar illustra™ GFX PCR DNS un géla attiri§anas reagentu komplektu
(2.2.7) un elug 12l Gdens.
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2.2.9. EcoR I/Hind 111 linkeru ligé$ana
(Adaptats péc OrientExpress' kDNS sintézes reagentu komplekta protokola)

1. Pagatavo sekojosu reakcijas maisijumu ar kopgjo tilpumu 20ul (ieklaujot T4 DNS
ligazi, kas tiks pievienota 3. soli):

e 10ul kDNS ar nolidzinatiem galiem

2ul 10x ligésanas buferis
e 2ul ImM ATP
e 2ul 100mM DTT
e 2ul (100pmol) EcoR 1/ Hind 111 linkeri
e 5U T4 polinukleotidkinaze
e x ul nukleazu brivs tidens
2. Inkubg 5 minites pie 37 C.
3. Stobrinu parvieto uz aukstuma bloka un pievieno 8U T4 DNS ligazi. Inkubg 6-20h pie
16 C.

2.2.10. kDNS restrikcija ar EcoR 1 un Hind 111
(Adaptats péc OrientExpress' ™ kDNS sintézes reagentu komplekta protokola)

1. Inaktive ligazi, karsgjot linkeru ligéSanas reakcijas (2.2.9.) stobrinu 10 mindtes pie
70 C. Lauj atdzist lidz istabas temperatiirai.

2. Pievieno sekojosus reagentus lidz 100ul tilpumam:

e 10pl 10x Hind 111 bufera
o x ul nukleazu brivs tidens
e 100U Hind 111 restrikcijas endonukleaze

3. Inkubgé 2h pie 37°C.

4. Pievieno sekojosus reagentus:

e 10ul EcoR I pielagoSanas buferis (EcoR I Adjustment Buffer)
e 100U EcoR I restrikcijas endonukleaze

5. Inkubg 4h pie 37°C.

6. Veic DNS elektroforézi (2.2.22.) uz 1,5% agarozes gé€la. Izgriez no g€la zonu, kas
satur 250-1000bp garu DNS. Attira ar illustra’ GFX PCR DNS un géla attiriSanas
reagentu komplektu (2.2.7.) un elug 50ul tdens.

7. Pievieno sekojosu reagentus:

e [l glikogéna (10mg/ml)

e 50ul 4M amonija acetata
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e 300ul 96% etanola
8. Atstdj uz nakti pie -70°C.

2.2.11. T7Select10-3b vektora Hind 111 / Not 1 SkelSana
1. Skel T7 bakteriofaga DNS pa Hind I1I un Not I restrikcijas saitiem. Pagatavo sekojosu

reakcijas maistjumu ar kopgjo tilpumu 20pul:
e 2ul T7Select10-3b DNS (10,5 pg/ul)
e 2ul 10x R buferis
e 1,2l Hind Ul restrikcijas endonukleaze (10U/pl)
e 2ul Not I restrikcijas endonukleaze (10U/pl)
e 12,8ul tidens

Inkubé 3h pie 37 C.

2. Pievieno 1ul 1U/ul garnelu sarmaino fosfatazi (SAP), kas katalizé 3’ un 5” fosfatgrupu

atbrivo$anu no DNS molekulas. Inkubé 30 miniites pie 37 C.

98]

Kars€ 15 miniites uz termobloka pie 80 C, lai inaktivétu SAP.
4. Pievieno 90ul tdens un 100pl hloroforma, samaisa, centrifugé 15 miniites pie 13,4

kRMP.

9]

Parnes augsg€jo fazi jauna stobrina

6. Pievieno sekojosu reagentus:
e 1l glikogéna (10mg/ml)
e 100ul 4M amonija acetata
e 500ul 96% etanola

7. Atstdj uz nakti pie -70 C.

2.2.12. StreplITagu otras kédes sintéze

1. Sagatavo reakcijas maistjumu:

e lul StrepIlITag (100pumol/pl)

e 1l Strep praimeris (100pmol/pl)

e 1ul 10x Klenow buferis

e 0,5ul 2mM dNTPs

e Oul Gidens
2. Denaturé StreplITagu 3 minites pie 95 C.
3. Hibridize praimerus 2 minites pie 50 C.

4. Pievieno 0,5ul Klenow enzima (10U/pl).
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Replicé StreplITagu 15 mintes pie 37 C
Parvieto uz aukstuma bloka. Pievieno 100ul hloroforma un 90l tidens.

Vortekse, centrifugé 5 miniites pie 13,2 kRMP. Parnes augs€jo fazi jauna stobrina.

® =N W

Pievieno sekojosu reagentus:
e lul glikogéna (10mg/ml)
e 100pl 4M amonija acetata
e 500ul 96% ectanola
9. Atstdj uz nakti precipitéties pie -70 C.
10. Centrifugé 15 miniites pie 13,2 kRMP.
11. Nolej supernatantu. DNS nogulsni skalo ar 70% etanolu:
1) Nogulsni suspendé 500ul 70% etanola
2) Centrifuge 5 miniites pie 13,2 kRMP
3) Nolej supernatantu
12. Veic atkartotu DNS skaloSanu. Atsiic supernatantu un izzave nogulsni, stobrinu turot
atvertu.

13. Skidina nogulsni 17ul Gidens.

2.2.13. StreplITagu ligéSana

1. Pagatavo sekojosu reakcijas maisijumu ar kopg&jo tilpumu 25pul:
e 17ul StrepliTag
e 2.5ul 10x lig€sanas bufera
o 25ul ImM ATP
e 2.5ul 100mM DTT
e 0,5ul 10U/ul polinukleotidkinaze
Silda 15 mindtes pie 37 C.
Pievieno 0,5ul T4 DNS ligazi (4U/ul).

Lige 1-2h istabas temperatiira.

wokh »nN

Attira ar SpinClean PCR attiriSanas reagentu komplektu (2.2.14.). Elug 25ul TE
buferi. Noméra DNS koncentraciju ar NanoDrop ND-1000 spektrofotometru (2.2.2.).
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2.2.14. Attirisana ar SpinClean™ PCR attiriSanas reagentu komplektu
(Adaptats péc SpinClean™ PCR Purification Kit User Manual)

1. PCR produkta sagatavosana
e PCR produktam pievieno 5 tilpumus PCR attiriSanas bufera (PCR Purification
buffer), samaisa.
2. DNS imobilizéSana
e SpinClean™ kolonnu ievieto savaksanas stobrina.
e Parnes sagatavotu PCR produktu SpinClean™ kolonna
e Centrifugé 1 miniti pie 13,2 kRMP, iztukso savaksanas stobrinu.
3. DNS skaloSana
e SpinClean™ kolonna ienes 750ul kolonnas skaloSanas bufera ar etanola
piedevu
e Centrifugg 1 mintti pie 13,2 kRMP, iztukSo savaksanas stobrinu
o Atkartoti centrifugeé 1 miniiti pie 13,2 kRMP
4. DNS eluesana
e Parvieto SpinClean™ kolonnu jauna 1,5ml mikrocentrifiigas stobrina
e SpinClean™ kolonna ienes 30-50pul elusanas bufera vai nukleazu briva tidens.
Inkubg€ 1 mintiti istabas temperatira.
e Centrifugé 1 mintti pie 13,2 kRMP.

e SpinClean™ kolonnu izmet. DNS uzglaba pie -20 T vai zemaka temperatira.

2.2.15. StreplITagu restrikcija ar Hindlll un Notl restriktazém
1. Sagatavo reakcijas maistjumu ar kopgjo tilpumu 30pl:

e 25ul StreplITag (self-ligated)
e 3ul 10x R bufera

e 1yl Hindlll restriktaze (2U/pl)
e 1ul Not restriktaze (2U/ul)

2. Inkubg 1h pie 37°C, parnes 15pul reakcijas maisijuma jauna stobrina un uzglaba pie 4°C
(lai izvairitos no iesp&jamas nespecifiskas restrikcijas sekam), atlikuso reakcijas
maistjumu turpina inkubét pie 37'C vél 1h. Abus reakcijas maisijumus apvieno.

3. Reakcijas maisijumam pievieno 70pl tidens un 100ul hloroforma, samaisa, centrifugé
15 minttes pie 13,2 kRMP. Parnes augsgjo fazi jauna stobrina.

4. Pievieno sekojosus reagentus:

e 100ul 4M amonija acetata
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2.2.16.

e [l glikogéna (10mg/ml)
e 500ul 96% etanola
Precipité 2h pie -70°C.

Vektora un StreplITagu sagatavoSana ligé$anai

2.2.17.

. Vektoru (2.2.11) un StrepIITagus (2.2.15) centrifugé 20 miniites pie 4°C un 13,2

kRMP, supernatantu nolej. Nogulsnes mazga divas reizes 75% etanola, izzave, turot
stobrinu atvertu.
Skidina nogulsnes Gident:
e Vektoru — 3ul tdens (1,5ul uz katru ligéSanas reakciju)
e StreplITagus — 5ul idens. Noméra koncentraciju ar NanoDrop® ND-1000
spektrofotometru (2.2.2.). Atskaida ar tideni [idz Sng/pl koncentracijai.

Vektora un StreplITagu ligéSana

Sagatavo reakcijas maistjumu:
e 0,5ul 10x ligésanas buferis
e 0,5ul 10mM ATP
e 0,5ul 100mM DTT
e 1ul4U/ul T4 DNS ligaze
e 1,5ul skelts vektors
e lul StreplITag (Sng/ul)

. Uz ledus bloka atkausé T7 pako$anas ekstraktu (T7Select” Packaging Extract)

25ul T7 pakosanas ekstrakta tilpumam (25l pakojums var tikt sadalits mazakos
reakcijas tilpumos, $ada gadijuma jalieto ari proporcionali mazaki pargjo reagentu

tilpumi) pievieno Spul ligéSanas reakcijas vai 0,5ug kontroles DNS. Maisa pipetgjot

2. Samaisa pipet&jot un inkubé 14h pie 16C
3. Uzglaba pie 4C
2.2.18. Rekombinanto T7 fagu pakoSana
1
2.
(nevorteksét!).
3.

Inkubg reakciju istabas temperatiira (22 C) 2 stundas.
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4. Partrauc reakciju, pievienojot 270pl sterila LB. Ja reakciju paredzets uzglabat ilgak

par 24h, pievieno 20ul hloroforma un samaisa invertgjot. Uzglaba pie 4 C lidz 1

nedglai bez butiskiem titra zudumiem.

2.2.19. Rekombinanto fagu titréSana

1. Sagatavo E.coli Stnas titréSanai. Laminara pagatavo sekojoSu maisijumu:

e 10ml LB barotne
e Iml 10x M9 sali

e 100ul 40% glikoze

° lO},L] 1M MgSO4

e 10pl karbemicina

(100pg/ml)

e 100ul E.coli BLT-5615 naktskultiiras
Inkubé 90-120 minites kratitaja (160RMP) pie 37 C. Pievieno 1/1000 tilpuma IPTG.

Turpina inkubaciju vél 30 minttes. Uzglaba pie 4 C lidz 48 stundam.

2. Izkaus€ LB TOP agaru, iepilda stobrinos (materialu daudzumi doti 1. tabula) un

ievieto termostata pie 50 C.
1. tabula.
Izejvielu daudzumi atkariba no izmantotajam platitém
Table 1
Amounts of ingvedients depend ing of used plates
Platite Top agars | BLT-5615 kultiira Karbemicins, IPTG, IM
(ODgpo=1.0) 100pg/ml
60mm 1,5 ml 100 pl 1,5 ul 1,5 pl
100mm 3,0 ml 250 ul 3,0 ul 3,0 ul
150mm 10,0 ml 800 pl 10,0 pl 10,0 pl
10x10cm | 5,0 ml 450 ul 5,0 ul 5,0 ul

3. Pagatavo fagu at$kaidfjumu sériju fagu ekstrakcijas buferi (1/10°-1/10% —

rekombinantam fagam un Iidz 1/10°, ja izmantota T7 pakosanas kontroles DNS

(T7Select” Packaging Control DNA).

4. 1pl no katra atSkaidijuma pievieno E.coli BLT-5615 kulttirai, maisijumu pievieno pie

izkauséta LB TOP agara. Pievieno karbomicinu un IPTG, invertg, uzlej uz sasilditas

platites ar LB TOP agaru un atstaj lidz sacieté. Inkubg termostata pie 37 C 1-1,5h lidz

skaidri saskatami plaki.

5. Saskaita plakus un aprékina bibliotekas titru p&c formulas: n=n-x-V, kur n, —

bibliotekas kopgjais apjoms, n — plaku skaits uz platites, x — atSkaidijuma reizu skaits,

V, — bibliotekas kopgjais tilpums (pl).
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2.2.20. Fagu izoléSana

1. Izmantojot pipeti, no Petri plates izol€ atseviskus plakus.

2. Katru plaku suspendé 100ul fagu ekstrakcijas bufera. Vortekse. Centrifugge, lai savaktu

suspensiju stobrina apaksa.

3. Uzglaba pie 4C.

2.2.21. Polimerazes kédes reakcija

PCR jeb polimerazes k&des reakcija ir in vitro DNS amplificéSanas metode, kas balstas

uz DNS polimerazes darbibu. PCR reakcija parasti tiek lietota termoizturiga DNS polimeraze,

piemeram, Taq polimeraze, kas izol€ta no termoizturigas Thermus aquaticus bakterijas, laujot

automatizet PCR reakciju, jo pec katra cikla vairs nav japievieno jauna DNS polimeraze. Ta

ka DNS polimeraze nespgj sintez&t jaunu DNS k&di, bet tikai pagarinat esoSo, PCR reakcija

tiek izmantoti DNS praimeri — Tsi

amplificgjamas DNS regionam. PCR veic sekojosi:

oligonukleotidi, kas ir komplementari kadam

1. Sagatavo PCR reakcijas maisijumu ar kopg&jo tilpumu 20pl (uz aukstuma bloka):

2. Amplifice DNS, veicot PCR sekojosos apstak]os:

2ul 10x PCR bufera

2ul 25mM MgCl,

2ul. 2mM dNTPs

11,85ul. tidens

0,15ul 5U/ul Taq DNS polimeraze
0,5pl 10pmol/1 T7 Up2 praimera
0,5ul 10pmol/l1 T7 Down praimera
1ul T7 faga suspensijas

Temperattira
Sakotngja DNS denaturacija 94°C
DNS denaturacija 94°C
Praimeru hibridizacija 50C
DNS sintéze 72'C
Nosledzosa faze 72°C
Uzglabasana 4C

-

Ilgums

4 min
30s
30s 35 cikli
45s

10 min

-V

3. Veic PCR produkta attiriSanu ar SpinCleanTM PCR attiriSanas reagentu komplektu

(2.2.14) un noméra koncentraciju ar NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru (2.2.2.).
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2.2.22. DNS elektroforéze agarozes gela

Lai raksturotu DNS garumu, tiribas pakapi vai ari izdalitu noteikta garuma DNS
frakciju, veic elektroforézi, kura balstas uz DNS molekulas sp&ju parvietoties elektriskaja
lauka. Lai ierobezotu molekulas kustibu atkariba no tas izmera, izmanto nes€us. DNS

elektroforézi visbiezak veic 0,6-2,0% agarozes géla. Ta ka, palielinot agarozes koncentraciju,

2.tabula

Agarozes gé€la koncentracijas izvéle atkariba no analiz€jamas DNS garuma
Table 2

Concentrations of the agarese gel depending of analysable DNA'’s length
DNS garums, kb 0,1-3,0 0,2-4,0 0,4-6,0 0,5-7,0 0,8-10 1,0-20
Agaroze, % 2,0 1,5 1,2 0,9 0,7 0,6

samazinas poru izmers agarozes gela, g€la koncentraciju izvélas atbilstosi analiz€jamas DNS
koncentracijai (2. tabula).

Ja DNS garums ir mazaks par 0,1kb, ka nes€ju izmanto poliakrilamida g€lu, savukart, ja DNS
garums parsniedz 20kb, izmanto puls€josa lauka elektroforézi mainiga virziena elektriskaja
lauka (Tpasas markas agarozes ggla), jo DNS fragmenti, kas parsniedz 23kb, nemainiga
virziena elektriskaja lauka kustas ar vienadu atrumu, savukart puls€josa lauka, pateicoties
DNS molekulas orientacijas mainai, iesp&jams analizét Iidz pat 10Mb garus DNS fragmentus.

DNS elektroforézi veic sekojosi:

1. Pagatavo nepiecieSamas koncentracijas agarozes Skidumu atbilsto$i analiz€jamas DNS
prognoz&jamajam garumam (2. tabula).

e Nosver nepiecieSamo daudzumu agarozes, izSkidina 0,5x TBE buferi, karsgjot
mikrovilnu krasnf.

e Pievieno 10mg/ml etidija bromidu (1ul uz 100ml agarozes gela), kas spgj
saistities pie dubultspiralizétas DNS un ir fluorescenti detekt€jams.

2. Skidumu atdzesé lidz aptuveni 60 C un iepilda elektroforézes kariete ta, lai kemmites
zari iespiestos aptuveni 2-3mm dzili g€la. Karieti atstaj nekustigu, lidz agarozes
Skidums pariet g€la stavokli.

3. Elektroforézes vanninu uzpilda ar 0,5x TBE bufera ar aprékinu, lai tas nedaudz
parsegtu agarozes gelu. No elektroforézes karietes iznem kemmiti un karieti ar g€lu
ievieto elektroforézes vannina.

4. Sagatavo DNS paraugus uznesanai uz géla.

e 2ul DNS suspensijai pievieno 1pl 2x uzneSanas krasas Skiduma (Loading Dye
Solution).

5. DNS paraugus ienes bedrites uz agarozes g€la. Vanninu pieslédz pie lidzstravas

barosanas bloka (100V) un atstaj uz aptuveni 40 miniaiteém (atkariba no DNS garuma)..

6. Agarozes g€lu iznem no elektroforézes karietes un aplitko UV transiluminatora.
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2.2.23. Krasas-terminatora DNS sekvené$ana

Krasas-terminatora sekvenéSana ir klasiskas Sangera jeb keédes-terminacijas metodes
modifikacija, kas, pateicoties ar augstas jutibas pie atSkirigiem vilna garumiem fluorescentam
krasvielam iezimétiem termingjoSiem didezoksiribonukleotidiem, Jauj veikt visu cetru
nukleotidu sekveng$anu viena reakcija. Sekvengsanas reakcijai izmanto jau gatavu BigDye®”
maistjumu, kas satur fluorescenti iezimétus termingjosos ddNTPs, dNTPs un termiski izturigu
AmpliTaq” DNS polimerazi. Sekvengsanu veic péc sekojosas shémas:

1. Ar PCR attiriSanas reagentu komplektu attiritai DNS (2.2.14.) noméra koncentraciju
(2.2.2.). DNS daudzumu sekvenc@Sanas reakcijai izvélas atkariba no sekvencgjamas

DNS garuma (3. tabula), ko nosaka, veicot DNS elektroforezi (2.2.22.).

3. tabula
DNS daudzuma izvéle sekvencéSanai
Table 3
Selection of DNA quantity for sequencing
DNS garums, bp 100-200 | 200-500 | 500-1000 1000-2000 >2000 pDNS
DNS sekvené$anai, ng | 1-3 3-10 5-20 10-40 40-100 200-500

2. Sagatavo reakcijas maistjumu ar kopgjo tilpumu 10l (uz aukstuma bloka):
e x pl DNS paraugs
e vy ulidens
e 3ul 2,5x sekvengsanas buferis
o 1yl 2,5pmol/ul T7 Up2 (vai 2,5pmol/ul T7 Down) praimeris
o lul BigDye®
3. Amplific€ DNS, veicot PCR sekojosos apstaklos:

Temperatiira Ilgums
Sakotngja DNS denaturacija 94C 3 min
DNS denaturacija 94°C 30s
Praimeru hibridizacija 57C 15s 25 cikli
DNS sintéze 60°C 4 min
Nosledzosa faze 60°C 10 min
Uzglabasana 4C 0

4. Veic sekvengSanas reakcijas attiriSanu:
e 10pul sekvenéSanas reakcijas maisijumam pievieno 130ul precipitacijas
Skiduma, parnes 1,5ml stobrina, savortekse.
e Precipité DNS 15 mintes pie 4C.
e Centrifugé 10 minutes pie 13,2 kRMP 4°'C temperatiira, aizvac supernatantu.
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e Pievieno 1ml 70-75% etanolu, inverte, centrifugé 5 minites pie 13,2 kRMP
istabas temperatiira, aizvac supernatantu.
o Atkarto iepriek$gjo darbibu.
e Centrifugg, lai savaktu atlikuSo supernatantu stobrina apaksa, aizvac to ar
mikropipeti.
e Stobrinus Zave atverta veida, l1dz tie pilniba izZuvusi.
5. Veic kapilaro elektroforézi un sekvences nolasisanu ar ABI Prism Genetic Analyzer

3100.

2.2.24. Sekvencu analize

DNS sekvencu analizei izmanto Contig Express datorprogrammu. Analiz&jot
hromatogrammu, parbauda::
A. Vai StreplITag oligonukleotids korekti ielig€jies T7elect10-3b vektora pa Hind 111
(AAGCTT) un Not I (GCGGCCGCO) restrikcijas saitiem (7. attéls).
B. Vai kKDNS inserts korekti ieligéjies SteplITag — T7 vektora pa EcoR I (GAATTC) un
Hind 111 saitiem (7. att€ls). Aiz EcoR I saita jaseko adapterim ((TC)AAGC)

Strcpl]TaEEl
,A,%giﬁll TA(iL”.GCTTGGA(](_TCA(_".(_T(_TG(_”.A(iTTC.(iAAAAATAAUL'U(]VL;(I_'UC
Strepll Tag-2
A.%,(ni"(m T'I'A('1C("JCTTGGAGCCAC.(_T(_T(i(_TAGTT(_".GAAAAATAA(]C(i\r(,irLI'CUC
Strepll Tag-3
A%(if(m T'I'(iA(]C(iCTT(i(]A(iCCACCC(]CA(iTTC(]AAAAATAAG(_;GE]CCGC
{5 ¥
T7Select10-3b
LATGCTCGGGGATCCGAAT TCTCCTGCAGGGATATCCCGGGAGCTCGTCGACAAGC TTGUGGOCGUACTCGAGTAA
FeoR1 Hind 111 Now ]

kDNS bibliotéka LDNS -
LATGCTCGGGGATCCGAATTCAAGC 2 Lsens AAGOTT-E0I3 GGG OCGCACTCGAGTAA
FeoRT  Adaptens i T Na 1

7. attéls. StreplITag oligonukleotidu, T7Select]10-3b vektora un KDNS bibliotékas sekvences

Figure 7. Sequences of StrepllTag oligonucleotides, T7Select10-3b vector and cDNA library

2.2.25. Fagu amplificéSana (Skidra lizata metode)

1. Sagatavo E.coli Stinas fagu amplificéSanai: Gaisa pliismas laminara pagatavo sekojosu
maisijumu
e 10ml LB barotne
e Iml 10x M9 sali
e 100ul 40% glikoze
e 10ul 1M MgSO4
e 10pl karbomictma (100pg/ml)
e 100ul E.coli BLT-5615 kultiiras
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Inkubg 2,5h kratitaja (160RMP) pie 37 C. Pievieno 1/1000 tilpuma 1M IPTG.
Turpina inkubaciju vél 30 minates. Uzglaba pie 4 C lidz 48 stundam

2. InficE §iinas ar 20pl faga suspensijas (5-10° pfu/pl), inkubég 1-1,5h, 1idz §tinas tiek
lizetas.
3. Centrifugg 5 minttes pie 15 kRMP, supernatantu parnes jauna stobrina.
4. Pievieno Y tilp. 20% PEG-8000 / 2,5M NaCl.
5. Samaisa invertgjot (100x).
6. Atstdj uz nakti precipitéties (pie 4 C).
7. Izolé DNS ar Stratagene A DNS attiriSanas reagentu komplektu (2.2.26.).
2.2.26. T7 faga DNS izol&Sana ar Stratagene A DNS attiriSanas reagentu komplektu
1. Centrifugé amplificéto fagu (2.2.25.) 30 miniites pie maksimalas jaudas (4 C).
2. Aizvac supernatantu.
3. Resuspend@ nogulsni 3ml PEB, vorteksgjot 10-20 sekundes.
4. Centrifugé 10 miniites pie maksimalas jaudas, parnes supernatantu jauna stobrina.
5. 1ml supernatanta pievieno:
e 1yl DNAse I (20mg/ml)
e 4ul RNAse A (2mg/ml)
6. Inkub€ 15 miniites istabas temperatiira.
7. Centrifugé 5 minttes pie 14 kRMP (istabas temperatiira), parnes supernatantu jauna
stobrina.
8. Pievieno 500l 80% DEAE celulozi un inkub& 10 mintites istabas temperattra, ik pa 2
miniiteém maisot.
9. Centrifugé 1 mintti istabas temperatiira, parnes supernatantu jauna stobrina.
10. Pievieno 40ul 0,5M EDTA.
11. Pievieno 15,4pul pronazi (50mg/ml).
12. Inkubé 15 mindtes pie 37C.
13. Pievieno 30ul 5% CTAB.
14. Inkubg 3 minites pie 65°C.
15. Dzesé 5 miniites uz aukstuma bloka.
16. Centrifugé 10 miniites pie 14 kRMP, aizvac supernatantu.
17. Resuspend@ nogulsni 200pl 1,2M NaCl (nevorteksét).
18. Pievieno 500ul 97% etanola un samaisa invertgjot.
19. Centrifugg 10 minttes pie 14 kRMP istabas temperatiira, aizvac supernatantu.
20. Mazga nogulsni 70% etanola (divas reizes).
21. Izzave nogulsni un resuspendé 30ul TE buferi.
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22.
23.
24.

2.2.27.

Inkubé 10 minites pie 37°C.
Centrifugg, parnes supernatantu jauna stobrina.

Noméra DNS koncentraciju ar NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru (2.2.2.).

T7 StrepllTag-vektoru restrikcija ar Hindlll un EcoRI

. Atseviskos stobrinos pagatavo reakcijas maisjjumus katram StrepllTag-vektoram ar

tilpumu 30pl:
e 2ug T7 StrepllTag-vektora
e 6ul 2x Tango bufera
e 0,7ul 10U/l EcoR 1 restriktaze
e 1pl 10U/ul Hind 111 restriktaze
e 2 5ul tdens

2. Atstdj uz nakti pie 37C
3. Pievieno 2U garnelu sarmaino fosfatazi, inkubé 30 mindtes pie 37°C, inaktivé 10
mindtes pie 70°C
4. Pievieno 70ul tidens
5. Hloroformé
6. Pievieno 20ul 4M LiCl un 300pul 70% etanola
7. Skalo ar 70% etanolu (2 reizes)
8. Suspendg 5ul TE bufera.
2.2.28. StreplITag-vektoru un kKDNS ligé$ana
1. Sterila 0,5ml stobrina sagatavo ligéSanas reakcijas maisijumu ar kopgjo tilpumu 5ul
(katram SteplITag-vektoram atseviski):
e 200ng kDNS
o 0,5ug StrepllTag-vektors
e 0,5ul ligazes buferis
e 0,5ul 10mM ATP
e 0,5ul 100mM DTT
e 0,4-0,6U T4 DNS ligaze
2. Samaisa pipet€jot un inkubg 3-16h pie 16 C
3. Ugzglaba pie 4°C, pako (2.2.18.), titrg (2.2.19.)
2.2.29. kDNS bibliotekas amplificéSana (plasu lizata metode)
1.

Sagatavo E.coli Sinas kDNS bibliotekas amplificéSanai: Gaisa plismas laminara

pagatavo sekojosu maisijumu

39



e 10ml LB barotne

e 1ml 10x M9 sali

e 100ul 40% glikoze

e 10ul IM MgSO4

e 10pl karbomictma (100pg/ml)

e 100ul E.coli BLT-5615 naktskultiiras
Inkubé 2h kratitaja (160RMP) pie 37 C. Pievieno 1/1000 tilpuma IPTG. Turpina
inkubaciju vél 30 minttes. Uzglaba pie 4 C lidz 48 stundam

2. lIzkausé LB TOP agaru, iepilda stobrinos (7ml uz 150mm platiti) un ievieto termostata
pie 50 C.

3. 700ul E.coli $§inam pievieno lidz 1-10° pfu kDNS bibliotékas. Maisijumu pievieno
7ml izkausétajam LB TOP agaram, pievieno 7ul IPTG un 7l karbomicina. Samaisa
invertgjot, ta saturu uzlej uz 150mm LB TOP agara platites, atstaj lidz saciete, tad
parvieto termostata pie 37°C uz 1,5h.

4. FElug fagus, uznesot uz katras platites 8ml fagu ekstrakcijas bufera un atstajot uz nakti
kratitaja pie 4 C.

5. Ar pipeti savac no platitem eluatu sterila stobrina, pievieno 0,5ml hloroforma un
samaisa invert§jot. Centrifugé 5 miniites pie 3000xg un parnes supernatantu sterila
stobrina.

6. Nosaka bibliotekas titru, veicot titrésanu (2.2.19.).

7. Amplificéta biblioteka var tikt uzglabata vairakus méneSus pie 4C bez titra
zudumiem. Ilgstosai bibliotékas uzglabasanai (pie -70°C) japievieno 0,1 tilpums 80%

glicerina

2.2.30. Fagu PEG attiriSana.
Lai atttritu un sakoncentrétu fagus, sekojosi tiek veikta fagu precipitacija ar PEG-8000:

1. 30ml fagu suspensijai pievieno 7,5 ml 20% PEG-8000 / 2,5M NaCl (50ml

stobrina).

Samaisa invertgjot (100x) un inkubgé vismaz 4h pie 4°C.
Centrifuge 30 minttes pie vismaz 5,5kRMP, aizvac supernatantu.
Atkartoti centrifugé 1 mintti un aizvac atlikuSo supernatantu.
Resuspende nogulsni 900pl fagu ekstrakcijas bufera.

Centrifuge 10 minttes pie 14kRMP, parnes supernatantu jauna stobrina.

e o

Pievieno 100ul glicerina un uzglaba pie -70°C.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

1. StreplITag saturoSu T7 faga displeja vektoru konstruésana

Miisu laboratorija paslaik tiek veikts petijums, kura mérkis ir identific€t reprezentativu
skaitu melanomas un kunga vézu antigénu, izgatavot antigénu mikro¢ipu, ar ta palidzibu
noteikt autoantivielu repertuaru véza pacientu un veselu cilvéka seruma, un novertet iespejas
izstradat uz autoantivielu noteik8anu balstitu neinvazivu diagnostikas testu. Saja darba
antigénu identificésanai tiek izmantota uz T7 fagu displeju balstita SEREX metodika. Sai
metodei ir virkne priekSrocibu, salidzinot ar klasisko SEREX. Izmantojot fagu displeja kDNS
bibliotekas, rekombinantie proteini tiek ekspreséti ka hibridie proteini ar faga virsmas
proteinu 10B un eksponéti uz fagu dalinu virsmas, kas dod iesp&ju bagatinat fagu biblioteku
ar kloniem, kas ekspresé antigénus pret kuriem seruma ir antivielas procesa, ko sauc par
biopanning. Tas aizvieto laika un darba-ietilpigo imunoskriningu klasiskaja SEREX
metodika, ka rezultata $§T metode ir ieverojami atraka, ka art dod iesp&ju vienlaikus analizet
vairakas kDNS bibliotekas. Tacu identificéto antigénu sekvencu analize paradija, ka tikai
~10% gadijumu uz faga virsmas tiek eksponéti pareizaja (dabiskaja) faze transléti proteini, bet
pargjos gadijumos tiek ekspreséti peptidi, kas iegiiti transl§jot genomiskas DNS fragmentus,
mRNS 5° vai 3> UTR vai kDNS fragmentus alternativa translacijas faze. Visticamak, Sie
nedabiskie peptidi ir strukturali 11dzigi citu antigénu epitopiem (mimotopi), tatu nav zinams
kuru realo antigénu mimotopi tie ir — tie var but audzgu antigénu mimotopi un Iidz ar to
noderigi biomarkieri, bet tie var but arT ar audz&jiem nesaistitu antigénu vai infekciozu agentu
mimotopi (Kalnina et al, 2008). Lidzigu metodiku antigénu identific€$anai ir izmantojusi ari
Chattrejee et al. (2006), un arT vinu iegiitie rezultati ir lidzigi. Tadel musu laboratorija tika
iesakts darbs pie jaunu T7 faga displeja vektoru konstrugsanas, kas dotu iesp&ju bagatinat
kDNS bibliotekas ar fagiem, kas ekspres€ pareizaja fazg transletus protetnus. Lai to panaktu,
T7 faga displeja vektora 3’virziena no kDNS insercijas vietas tika insertgts Strep Il Tag — 8 aa
sekvence, kas strukturali atgadina biotinu un ar tadu paSu afinitati ka biotins saistas ar
streptavidinu. Strep II Tag tiek eksponéts uz faga virsmas tikai tad, ja insertéta KDNS nesatur
Stop kodonu. Tas dod iesp&ju, izmantojot ar streptavidinu parklatas paramagnétiskas lodites,
no fagu bibliotekas izolét tos klonus, kas ekspresé Strep II Tag un lidz ar to, visticamak, arT
pareiza fazg translétu KDNS. I. Meistera sava magistra darba paradija, ka $ada pieeja principa
ir iesp&jama un, ka Strep II Tag netraucé faga dalinas savaksanos, neietekmé pfu skaitu plaka

un rekombinanto proteinu kopiju skaitu.
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Viens no §1 darba galvenajiem uzdevumiem ir uzkonstruét divus StrepllTag saturoSus
T7 faga displeja vektorus, kuros Strep II Tag trasnslacijas faze ir nobidita par vienu vai par
diviem nukleotidiem attieciba pret insert€to kDNS. Tas nepiecieSams, lai palielinatu
identificgjamo antigénu klastu, jo, lig&jot identisku KDNS molekulu tris dazados Strep II Tag
saturoSos vektorus, kur Strep Il Tag translacijas faze atSkiras par vienu nukleotidu, vismaz
viena gadijuma kDNS inserta un Strep II Tag translacijas fazes sakritis. Vektoru
konstrugsanai tika izmantots T7Select]10-3b vektors, ka art Strep II Tag-2 un Strep II Tag-3
oligonukleotidi (7. attels). Strep II Tagi tika ligéti vektora pa Hind III un Not I restrikcijas
saitiem un pakoti, izmantojot T7 pakoganas ekstraktu, rezultata iegiistot 23x10° pfu Strep II
Tag-2 saturous un 9-10° pfu Strep II Tag-3 saturo$us T7 fagus. Lai atlasitu tos fagu klonus,
kuros ieklon&ti Strep II Tag, tika izoléti ~90 atseviski plaki un to polilinkera rajoni
apmlific@ti, izmantojot PCR ar praimeriem, kas atrodas abpus klongSanas saitiem. Veicot PCR
produktu elektroforézi, iegtitie rezultati liecinaja, ka insertus satur vienigi 7% vektoru, kuros
ligets StreplITag-2 un 8% vektoru, kuros ligéts StreplITag-3. No vektoriem ar korekti ieligétu
StrepllTag tika izvelets viens StrepllTag-2 (8. attels) un viens StrepllTag-3 vektors, ka ar1
nemts jau iepriek$ sagatavots StrepllTag-1 vektors, kuri talak tika amplific@ti, izmantojot
Skidra lizata metodi un attiriti ar Stratagene A DNS attiriSanas reagentu komplektu, iegtistot
18,2ug StrepllTag-1, 6,7ug StreplITag-2 un 37,4ug StrepllTag-3 saturosa T7 faga displeja
vektora DNS.

i ]

1
=
=

C G AaCA A G C T T T &G C G C T G G A G C C & C C T G C A G T
C G ACAA GCTTTMAGT LC GEC T G G ARG ACCTCGCAIGLGT
Hind 111
ﬂ'IDD "0 H120
o C Gg‘ E ACTAG
T C G

8. attels. SekvenéSanas rezultati: T7 vektora ieligets Strep I Tag — 2.

Figure 8. Sequencing results: Strep Il Tag - 2 ligated in T7 vector.
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2. Ar StreplITag iezimétu kunga véza kDNS ekspresijas biblioteku

konstruésana
Totalas RNS  izdaliSanai tika
4. tabula
izmantoti kupga véZa un blakus eso§u  Izolétds RNS daudzumi
Table 4
audu paraugi, kas ievakti operaciju laika  Amounts of the isolated RNA
. L L. . Parauga Nr. | RNS daudzums, pg
no kunga véza pacientiem, sapemot ViU [Kupsa  veza | 460T 121
. . . . . - RNS 464T 131
rakstisku piekriSanu. RNS tika izdalita no 165T 330
homogenizétiem audu paraugiem, | Normalu audu | 460N 268
' ' S RNS 464N 191
izmantojot TRIzol reagentu un tas 465N 179

kvalitate tika noverteta, veicot elektroforézi 1,5% agarozes géla, nedegradétai RNS raksturigas
izteiktas rRNS joslas. Izdalitas RNS daudzumi apkopoti 4. tabula.

Kunga véza kDNS ekspresijas bibliotekas konstrué$anai tika npemti 305pug RNS no
pieciem audzg&ja paraugiem un apvienoti viena parauga ar 262pl tilpumu (5. tabula). Matricas
RNS izdalisanai tika izmantots Dynal mRNS attiriSanas reagentu komplekts, ka rezultata tika
iegiiti 4,2ug mRNS, kas sastada 1,4% no totalas un ir pietiekami, lai izdalitto mRNS varétu
izmantot kDNS sintezei.

kDNS sintézei tika izmantoti komerciali pieejami reagentu komplekti un 4ug izdalitas
mRNS. Iegitajai dubultspiralizétajai KDNS tika veikta EcoR 1/ Hind 1II linkeru ligéSana un
SkelSana pa attiecigiem EcoR 1 un Hind 111 restrikcijas saitiem. Veicot elektroforétisku KDNS

frakcionéSanu, tika izdalitas un attiritas zonas ar 250-1000bp kDNS, jo isaki kDNS inserti

apgritinatu kDNS bibliotekas bagatinasanu ar insertu pareiza translacijas faze ekspresgjosiem

5. tabula
Totalas RNS daudzumi KDNS bibliotékas konstruéSanai
Table 5
Amounts of the total RNA for constructing cDNA library
Nr. RNS daudzums, pg Koncentracija, pg/ul Tilpums, pl
454T 25 0,47 53,2
469T 70 1,04 67,3
460T 70 1,21 57,9
464T 70 1,31 53,4
465T 70 2,30 30,4
Kopa: | 305 1,27 262,2

kloniem. P&c attirisanas tika iegtiti ~700ng kDNS, kas talak tika izmantota kunga véza kKDNS

ekspresijas bibliotekas konstrugsanai.
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Lai konstru€tu kDNS biblioteku (metozu seciba 1. pielikuma), tris atseviskos stobrinos
tika ligeti 0,5ug no katra StreplITag (StreplITag-1, 2 un 3) saturosa vektora (Skelts pa EcoR 1
un Hind 111 restrikcijas saitiem) un ~200ng kDNS. Pakojot rekombinantas T7 DNS paraugus,
tika iegitas kunga véza kKDNS ekspresijas bibliot€kas, no kuram vienigi ar StreplITag-2
ieziméta biblioteka (1,2:10°pfu) ir izmantojama sistematiskai antigénu meklesanai, jo

optimalais bibliotékas apjoms ir vismaz 1:10°® un ar StrepIITag-1 un 3 iezimétas bibliotekas

501/489
404
331
242
190

147

111710

9. attéls. StreplITag-1 (1.x.), 2 (2.x.) un 3 (3.x.) saturo$u kunga véza kDNS ekspresijas biblioteku fagu PCR fragmentu
analize agarozes géla elektroforézg.

Figure 9. StrepllTag-1 (1.x.), 2 (2.x.) and 3 (3.x.) labeled gastric cancer cDNA library PCR firgment analysis on agaroze
gel electrophoresis

neatbilst Sim krit€rijam.

Lai novértétu kDNS biblioteku kvalitati, no katras bibliotekas tika izdaliti astoni
rekombinantie fagi, un amplificéti kKDNS insertu saturosie polilinkera rajoni, izmantojot PCR
ar praimeriem, kas hibridiz&jas abpus kloneSanas saitiem. Elektroforézes dati (9. attéls)
paradija, ka StrepllTag-1 saturosas kDNS bibliotekas fagu polilinkera rajonu vidg€jais garums
ir 490bp, StreplITag-2 — 538bp un StrepllTag-3 — attiecigi 256bp, turklat ~75% StrepllTag-3
saturo$§as kDNS bibliotekas un ~13% StreplITag-2 saturosas kDNS bibliotekas fagu, péc
amplific€to polilinkera rajonu garuma spriezot (~200bp), kDNS insertu nesatur. Sekvengsanai
tika nemti septini StrepllTag-1, visi StrepllTag-2 un divi Strep II Tag-3 saturosas kDNS
bibliotekas fagu amplificétie polilinkera rajoni. Sekven&Sanas rezultati paradija, ka pieci
(71%) no septiniem sekvencetajiem StreplITag-1 saturosas kDNS bibliotekas fagu polilinkera
rajoniem satur pareizi ielig€tu KDNS insertu, bet paréjos divos gadijumos polilinkera rajons
vai nu insertu nesatur, vai arl sekvence nav nolasama. Strep II Tag-2 bibliotekas gadijuma
pareizi ielig€tu kDNS insertu satur vismaz septini (88%) no astoniem kloniem, astota T7 faga
polilinkera rajona sekvence nebija nolasama. kDNS insertu vid&jie garumi péc sekvengSanas
datiem ir 317bp ar StrepllTag-1 iezimétajai kDNS bibliotekai un 310bp ar StrepllTag-2
iezim&tajai kKDNS bibliotekai. Savukart, iegiitic dati par Strep II Tag-3 saturo§o kDNS
biblioteku nav reprezentativi, jo sekven&Sanai tika nemti tikai divi kloni, no kuriem pareizi

ieligétu KDNS insertu satur€ja tikai viens. Pilnas sekvences piemérs aplikojams 2. pielikuma.
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4. SECINAJUMI

1. Tika izveidoti StreplITag-1, 2 un 3 saturo$i T7 faga displeja vektori.
2. Tika izstradata sistematiskai antigénu mekl&Sanai izmantojama ar StrepllTag-2 iezimé&ta

kunga véza kDNS ekspresijas biblioteka.
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PIELIKUMS



1. Pielikums. Kunga vézZa ekspresijas kDNS bibliotékas konstruésanas shéma

Appendix 1. The scheme of constructing the gastric cancer’s cDNA library

T7Selectl10-3b
\Hind111/Not1 $kel$ana

vektoral

‘StrepIITagu otras kédes sintéze ‘

‘StrepHTagu ligeSana ‘

Attirisana ar SpinClean PCR]

attirisanas reagentu komplektu
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reagentu

véza audiem, izmantojot TRIzol™

no kunga

RNS elektroforéze agarozes géla }—

Koncentraciju mérisana ar
NanoDrop"
spektrofotometru

ND-1000

StreplITagu restrikcija ar Hindlll
un NotI restriktazém

Vektora un StrepIITagu|
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2. pielikums. Ar Strep Il Tag — 2 iezimétas kunga véza kDNS bibliotekas kKDNS satorosa
polilinkera rajona sekvences piemérs

Appendix 2. Example of cDNA containing polylinker Region of the Strep Il Tag-2 labeled
gastric cancer cDNA library
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