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KOPSAVILKUMS

aundab go audz ju antig nu identific šanai ir noz m ga loma jaunu audz ja

diagnostikas un terapijas metožu izstr d . L dz šim projekta "Serolo iska aundab go audz ju 

diagnostikas testa izstr d šana" ietvaros aundab go audz ju antig nu identific šanai tika 

izmantota uz T7 f ga displeju balst ta SEREX metodes modifik cija, kuras galvenos 

tr kumus raksturo tas, ka tikai ~10% no atrastajiem, ar serumu rea jošajiem T7 f gu

kloniem ekspres  pareiz  f z  transl tus rekombinantos prote nus un šo prote nu patsvars

f ga kaps d  ir stipri variabls. Kursa darba m r is bija izstr d t risin jumu ar šo metodi 

saist taj m probl m m, konstru jot jaunus ar StrepIITagiem 1, 2 un 3 iez m tus T7 f ga

displeja vektorus un ieg stot uz šiem vektoriem b z tas ku a v ža kDNS ekspresijas 

bibliot kas.

Ku a v ža kDNS ekspresijas bibliot kas izstr dei tika izmantots prote nus kod jošais 

en tiskais materi ls no pieciem ku a v ža audu paraugiem. 250-1000bp gari kDNS 

fragmenti tika ieli ti paši šim m r im konstru tos StrepIITag-1, 2 un 3 saturošos T7 f gu

displeja vektoros. Titr šanas rezult ti par d ja, ka vien gi ar StrepIITag-2 iez m t s ku a

v ža kDNS ekspresijas bibliot kas apjoms – 1,2·106 pfu – ir pietiekams, lai š  bibliot ka

var tu tikt izmantota ku a v ža antig nu sistem tiskai mekl šanai.

Kursa darbs tika izstr d ts Latvijas Biomedic nas p t jumu un studiju centr  v ža

molekul r s en tikas darba grup , grupas vad t jas Dr. biol. Aijas Lin  vad b  laik  no 2007. 

l dz 2008., 3. un 4. studiju semestr .

Atsl gv rdi: kDNS bibliot ka, ku a v zis, StrepIITag, T7 vektori 
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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 StrepIITaged 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 

StrepIITag-1, 2 and 3 containing T7 phage display vectors. The results of titrating showed 

than only on StrepIITag-2 based gastric cancer expression cDNA library contains enough 

clones (1.2×106 ) 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 Lin

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

Keywords: cDNA library, gastric cancer, StrepIITag, T7 vectors. 
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IEVADS

V zis, viens no m sdien s izplat t kajiem n ves c lo iem, ir plaša slim bu grupa, kuru 

galven  paz me ir nekontrol ta š nu augšana. V zis att st s transform joties norm l m cilmes 

š n m vai m tš n m karcino en zes proces , kas ietver plašas p rmai as š nas

bio miskajos ce os. Š das izmai as bieži ir saist tas ar norm liem audiem netipisku prote nu

ekspresiju, kas kalpo par antig niem, nodrošinot specifisko im no atbildi. Š du antig nu

sistem tiskai mekl šanai un identific šanai ir liela noz me jaunu aundab go audz ju

diagnostikas un terapijas metožu izstr d .

Kursa darbs tika izstr d ts Valsts P t jumu Programmas "Jaunas z les un biokorekcijas 

l dzek i: konstru šana, transportformas un darb bas meh nisms" projekta "Serolo iska 

aundab go audz ju diagnostikas testa izstr d šana" ietvaros, kura galvenie m r i ir: 

Identific t reprezentat vu skaitu melanomas un ku a v ža antig nu;

Izgatavot antig nu ipu un ar t  pal dz bu sal dzin t autoantivielu repertu ru

audz ju, iekaisuma un autoim no slim bu pacientu un veselu cilv ku serum ;

Nosakot šo testu jut bu un specifiskumu, izv rt t iesp jas pielietot 

autoantivielu noteikšanu v ža diagnostik  un/vai skr ning .

L dz šim projekta ietvaros tika izmantota uz T7 f gu displeja balst ta SEREX metodika, 

kurai ir vair kas priekšroc bas attiec b  uz klasisko SEREX metodiku, ta u galven s ar šo 

metodi saist t s probl mas ir: 

Tikai ~10% no atrastajiem, ar serumu rea jošajiem T7 f gu kloniem ekspres

pareiz  f z  transl tus rekombinantos prote nus, p r jie, visticam k, ir 

mimotopi. 

Rekombinanto T7 f ga kaps das prote nu patsvars stipri vari  atkar b  no 

ekspon t  prote na garuma, konform cijas un bio miskaj m paš b m. 

Š  darba m r is bija izstr d t ar StrepIITagiem 1, 2 un 3 iez m tu ku a v ža

ekspresijas kDNS bibliot ku, kas autu optimiz t uz T7 f gu displeja balst tu SEREX metodes 

modifik ciju, aujot kDNS bibliot ku bag tin t ar pareiz  f z  transl tiem kDNS insertiem, k

ar  monitor t rekombinanto T7 f ga kaps das prote nu patsvaru.

Kursa darba uzdevumi: 

Izveidot StrepIITag 1, 2 un 3 saturošus T7 f ga displeja vektorus; 

Izdal t tot lo RNS no ku a v ža audiem; 

Izveidot StrepIITagiem 1, 2 un 3 iez m tu ku a v ža kDNS ekspresijas 

bibliot ku.
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1. LITERAT RAS APSKATS 

1.1 Karcino en ze un aundab go audz ju rakstur paš bas

V zis ir vair k k  100 daž du slim bu grupa, kuru galven  kop g  paz me ir 

nekontrol ta š nu augšana. V zis att st s, transform joties norm l m organisma š n m

proces , ko sauc par karcino en zi (Cooper

1993). Karcino en zi var induc t gan r ji

( miskas vielas, joniz joša radi cija, 

v rusi), gan iekš ji (hormoni, im nsist mas 

st voklis, iedzimtas mut cijas) faktori. Šo 

faktoru kombin tas vai sec gas iedarb bas 

rezult t  var tikt sekm ta vai ierosin ta v ža

form šan s (ACS 2005). Karcino en ze ir 

komplic ts daudzpak pju process, kas ietver 

en tisku un epi en tisku izmai u

akumul šanos, kas ir priekšnosac jums

t d m p rmai m š nas bio miskajos 

ce os, kas izsauc sekojošas v ža š n m

rakstur gas paz mes (1.att ls) (Hanahan et 

al. 2000): 

1.att ls. aundab go audz ju paš bas (Hanahan et al. 2000).

Figure 1. The hallmarks of cancer.

1. Neierobežots prolifer cijas potenci ls

Replic joties line r m hromosom m, notiek hromosomu sa sin šan s, jo, 

degrad joties praimerim no atpaliekoš s des 5’ gala, DNS polimer ze 5’ gal  vairs 

nesp j pievienot jaunus nukleot dus, jo nav vietas jaunam praimerim. Hromosomu no 

š das degrad cijas pasarg  TTAGGG (cilv kam1) heksanukleot du atk rtojumi 

hromosomu galos jeb telom ras, kuru garums nosaka š nas prolifer cijas potenci lu, kas 

norm l m cilv ka š n m nodrošina sp ju dal ties aptuveni 50 reizes (Haiflika robeža) 

(Perkel 2002). Da ai cilmes š nu eksist  enz ms telomer ze, kas sp j pagarin t telom ras,

nodrošinot š m š n m neierobežotu prolifer cijas potenci lu. Telomer ze rakstur ga

gandr z vis m v ža š n m (Shay et. al 2001). Tom r liela da a v ža š nu izmanto 

alternat vo telom ru pagarin šanas meh nismu (ALT, alternative lengthening of 

telomeres), kas balst s uz telom ru apmai u starp m shromat d m (Bryan et al. 1995). 

1 Citiem eikariotiem š  sekvence var atš irties 
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2. Izvair šan s no apoptozes 

Apoptoze ir viens no galvenajiem programm t s š nu n ves veidiem, kas tiek palaists 

r ju vai iekšš nas sign lu ietekm  un ir rakstur gs praktiski vis m norm l m š n m. 

V ža š nas ir nejut gas pret apoptozi izsaucošiem faktoriem. Š du nejut bu pret 

apoptotiskiem sign liem vai apoptotisko sign lu tr kumu var izsaukt daž di meh nismi, 

piem ram: 

XIAP overekspresija (rakstur ga plaušu v zim). XIAP (X-linked inhibitor of 

apoptosis protein) ir kasp zes 3, kasp zes 7 un kasp zes 9 inhib tors. Kasp zes

aktiv  mitohondriju citohroms C, izk stot citosol , k  rezult t  tiek palaists 

iekš jais apoptozes ce š. Kasp ze 9 iesaist ta ar r j  apoptozes ce . Š da

kasp žu inaktiv cija noved pie apoptotisko ce u disfunkcijas (Yang et al. 

2003).

Trauc jumi p53 ce . p53 ir audz jsupresorprote ns, kas uzkr jas DNS 

boj jumu gad jum  un apst dina š nas ciklu G1 stadij , dodot š nai laiku DNS 

repar cijai, tom r, ja boj jumi ir p r k plaši vai repar cija nav sekm ga, p53 

induc  apoptozi, stimul jot Bcl2 asoci t  X prote na (BAX) veidošanos, kurš 

induc  citohroma c izdali citoplazm . p53 g na transkripciju izsauc interferoni 

 un . Mut cijas p53 vai interferonu g nos izsauc apoptozes trauc jumus 

DNS boj jumu gad jumos (Takaoka et al. 2003; Hanahan et al. 2000).

Onkov rusi. Daudzi v rusi kod  apoptozes inhib torus (Teodoro et al. 1997), 

piem ram, BCL-2 homologus, kas sp j inhib t t dus pro-apoptotiskos 

prote nus k  BAX un BAK, kas ir noz m gs apoptozes iekš j  ce  k

citohroma C rel zinga faktors (Polster et al. 2004). Vir lo BCL-2 kod ,

piem ram, Epšteina-Barra v russ, kas var izrais t Burkitta limfomu un 

aizdegunes karcinomu (Henderson et al 1993). Nereti v rusi kod  ar  kasp žu 

un p53 inhib torus vai attiec go g nu represorus. Piem ram, cilv ka papilomas 

v rusa (HPV) onkog nu kod tais onkoprote ns E6 saistoties pie p53, izraisa t

degrad ciju, savuk rt HPV E7 prote ns saist s pie retinoblastomas 

audz jsupresorg na produkta pRB (Münger et al. 1992). 

3. Sp ja metastaz t

 Sp ja metastaz t ir sarež ts un l dz galam neizprasts process, kas raksturojas ar 

prim r  audz ja š nu izplat bu pa limf tisko un asinsrites sist mu, l dz t s sasniedz 

piem rotus org nus, kuros veido sekund rus audz jus – metast zes. P t jumi liecina, ka

metast žu form šana ir oti mazefekt vs process, jo tikai 0,01% asinsrit  iek uvušu v ža

š nu ir sp j gas metastaz t (Fidler 1970), turkl t past v sakar ba starp prim r  audz ja 
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lokaliz ciju un metast žu izplat bu, piem ram, kolorekt lais v zis visbiež k veido 

metast zes akn s, bet priekšdziedzera v zis – kaulos (Pantel 2004). Š ds metast žu

org nu specifiskums s kotn ji tika skaidrots ar asinsrites sist mas morfolo iju, jo, t  k

v ža š nas ir iev rojami liel kas par asins ermen šiem, t m vajadz tu tikt aiztur t m

2 .att ls. Modelis, kas raksturo audu specifiskas metast zes (Li et al. 2007)
Norm lu cilmes š nu vai m tš nu transform cija v ža cilmes š n s (a). Heterog na prim r  audz ja 
att st ba no v ža cilmes š n m (b). Prim r  audz ja sekret tu pre-metast zes nišas faktoru izrais ta pre-
metast zes nišas form šan s (c). Pre-metast zes nišas izdal ti faktori darbojas k  hemoatraktanti attiec b
uz metastatisk m v ža cilmes š n m, kas atdal juš s no prim r  audz ja (d). Metast tisk s v ža cilmes 
š nas form  metast zes nišu, sasniedzot pre-metast zes nišu (e). Lok l  mikrovide nosaka, vai 
Metast tisk s v ža cilmes š nas prolifer s, form jot metast zi (f), vai ieies neakt v  miera st vokl ,
veidojot klus jošu mikrometast zi (g), kas var tikt p rtraukts, metast tiskaj m cilmes š n m sa emot 
reaktiv cijas sign lus (h). 

Figure 2. A 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).  
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kapil ros, tikl dz t s sasniegušas pirmo org nu sav  ce  (Ewing 1928), ta u šo ideju 

nopietni iedrag ja Stefana Pegeta 1889. gad  izvirz t  „s klas un augsnes” hipot ze, kas 

paredz ja, ka v ža š nas sp j izdz vot un prolifer t vien gi noteiktos audos, kas nodrošina 

nepieciešamo mikrovidi un augšanas faktorus (Fidler 2001). Šobr d p t jumi vedina uz 

dom m, ka prim rais audz js izdala pašus pre-metast zes nišas faktorus, kuri noteiktos 

audos ierosina pre-metast zes nišas form šanos. Pre-metast zes niša, savuk rt, izdala 

migr šanas (homing) un noenkurošan s (anchorage) faktorus, kas, darbojoties k

hemoatraktanti, pievilina v ža cilmes š nas, kas atdal juš s no prim r  audz ja. Kad v ža

cilmes š na sasniedz pre-metast zes nišu, t  s k form t metast zes nišu, no kuras t l k var 

att st ties metast ze vai neakt va mikrometast ze (2.att ls). Metast zes ir n ves c lonis

90% v ža gad jumos (Li et al. 2007).  

P d jos gados atzin bu ir guvusi ideja, ka metastatiskajos procesos var tikt 

iesaist ti epiteli li mezenhim l s tranz cijas (EMT) meh nismi, kas pirmo reizi nov roti 

embrion laj  att st b  k  epiteli lo š nu konversija mezenhim l  fenotip , zaud jot

polarit ti un starpš nu kontaktus, k  ar  notiekot b tisk m izmai m citoskeleta strukt r ,

kas rezult jas ar sp ju ekspres t mezenhim los prote nus un migr t, š di sp l jot

noz m gu lomu embrija att st b  (Thiery 2002). Dom jams, ka epiteli l  audz ja gad jum

var tikt izmantoti EMT meh nismi, lai konvert tu diferenc tas v ža š nas dediferenc t s

š n s ar palielin tu metast tisko potenci lu (Kang et al. 2004). 

4. Sp ja induc t angio en zi 

Sakar  ar bar bas vielu un sk bek a tr kumu, nevaskulariz ts audz js parasti 

nep rsniedz 2mm3 tilpumu, t d oti b tisku lomu audz ja att st b  sp l  audz ja š nu

sp ja induc t angio en zi (Schmitt et al. 1999). Audz ja š nu sp ja induc t

angio en zi balst s uz t du augšanas faktoru produkciju un sekr ciju, kas veicina 

asinsvadu zarošanos un augšanu. No š diem faktoriem visbiež k sastopami VEGF 

(vaskul r  endot lija augšanas faktors) un bFGF (galvenais fibroblastu augšanas 

faktors) (Eppenberger et al. 1998). Šobr d zin ms, ka audz ja š nas nesp j produc t

enz mu PKG (cGMP atkar g  prote nkin ze G). Norm l s š n s PKG ierobežo -

katen nu, kas stimul  angio en zi (Kwon et al. 2008). 

5. Nejut ba pret r jiem augšanu inhib jošiem faktoriem 

Norm los audos tiek uztur ta homeost ze ar augšanu inhib jošiem sign liem, kas 

darbojas pret  augšanas faktoru ietekmei, novirzot š nu p rejoš  miera st vokl  vai 

postmitotisk  st vokl , kas saist ts ar š nas diferenc šanos un prolifer cijas potenci la

zudumu. Daudzi, iesp jams, visi, antiproliferat vie sign li tiek novad ti caur 
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retinoblastomas prote nu pRb un diviem t  radiniekiem – p107 un p130. Trauc jumi

pRb ce auj v ža š nai prolifer t ar  augšanas inhib toru kl tb tn  (Weinberg 1995 ). 

6. Augšanas faktoru pašpietiekam ba 

Lai š na sp tu prolifer t, tai j sa em ekstracelul ri augšanas faktori. V ža š nas

sp j pašas sintez t da u no nepieciešamajiem augšanas faktoriem, uz kuriem ar  pašas 

autokr ni atbild (Fedi et al 1997). Dažos gad jumos v ža š nas piln b  zaud jušas

nepieciešam bu p c noteiktiem augšanas faktoriem, piem ram, RAS protoonkog na 

mut cijas gad jum  var transl ties hiperakt vs RAS G-prote ns, kas ir akt vs, pat ja pie 

atbilstoša membr nas receptora nesaist s augšanas faktors (Medema et al. 1993). 

Šobr d past v divi konkur joši mode i, kas m ina izskaidrot audz ja att st bu (Reya et 

al. 2001): 

1. Stohastiskais modelis – paredz, ka jebkura audz ja š na ir tumorig na un t s ieiešanu 

š nas cikl  nosaka gad juma rakstura notikumi. 

2. Hierarhijas modelis – paredz, ka tikai neliela audz ja š nu subpopul cija ir atbild ga 

par audz ja augšanu un metast žu form šanos. Šis modelis ir pamat  v ža cilmes š nu

hipot zei. 

V ža cilmes š nu eksistenci jau 1855. gad  paredz ja R. Virhovs, izvirzot hipot zi, ka 

audz js att st s no š n m, kas l dzin s embrion l m cilmes š n m (Virchow 1855), ta u t

laika tehnolo ijas nebija pietiekami att st tas, lai sniegtu iesp ju p rbaud t šo hipot zi, t d

pirmie taust mie pier d jumi v ža cilmes š nu past v šanai tika ieg ti tikai 1994. gad , kad 

ak t  mielo d  limfom  tika atrastas š nas ar virsmas fenotipu CD34+/CD38-, kas ir rakstur gs

š n m ar cilmes š nu paš b m (Lapidot et al. 1994). Turpm kajos gados l dz gas cilmes-

veida š nas tika atrastas ar  virkn  citu audz ju tipu. Noskaidrots, ka aizku a dziedzera, 

resn s zarnas un smadze u audz ju cilmes-veida š n m rakstur gs cilmes š nu virsmas 

glikoprote ns CD133. Injic jot resn s zarnas CD133+ š nas pel m ar nov jin tu im nsist mu, 

daudzos gad jumos t s izr d ja sp ju form t metast zes, turpret  neviena no 104 injic t m

CD133- š n m š du sp ju neizr d ja (O’Brien et al. 2007). Turpinoties p t jumiem, ieg tie

pier d jumi v ža cilmes š nu past v šanai bija neapstr dami, t d  rad s nepieciešam ba 

prec zi defin t v ža cilmes š nas. Š du v ža cilmes š nu defin ciju 2006. gad  sniedz M. F. 

Kl rks: „V ža cilmes š nas ir audz ja š nas, kam piem t sp ja veidot heterog nas v ža š nu

l nijas un pašatjaunoties” (Clarke et al. 2006), kur ar pašatjaunošanos b tu j saprot v ža

cilmes š nu sp ju asimetriski daloties, ne tikai veidot heterog nas diferenc tu v ža š nu

popul cijas, bet ar  saglab t v ža cilmes š nu l niju.
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Viens no v ža cilmes š nu izp tes pamatjaut jumiem ir šo š nu neskaidr  izcelsme. Ja 

š du š nu avots ir nobriedušas, diferenc tas š nas, dediferenci cij  un pašatjaunošan s sp ju 

nodrošin šan  galveno lomu sp l tu akumul tu onkog nu mut ciju kopums, ta u š  hipot ze

ir maz ticama, jo diferenc tu š nu m ža ilgums vairum  gad jumu ir p r k ss, lai t s sp tu

akumul t visas nepieciešam s mut cijas, l dz ar to daudz ticam kas š iet versijas, kas paredz 

v ža cilmes š nu att st bu no norm l m cilmes š n m vai m tš n m (3. att ls) (Allan et al. 

2007), tom r jauni p t jumi par da, ka nepieciešama vien gi Oct-4, c-Myc, Sox2 un klf4 

ekspresija, lai nobriedušus fibroblastus p rv rstu par š n m, kas morfolo iski un fiziolo iski 

l dzin s embrion l m cilmes š n m (Barnhart et al. 1007). Turpret , ja v ža cilmes š nas

att st s, transform joties norm l m cilmes š n m, pašatjaunošan s sp jas nodrošin šanai t s

var tu izmantot jau eksist jošus regulatoros ce us, ta u, t  k  cilmes š nas ir sastopamas 

rk rt gi reti, ticam ka ir versija par v ža cilmes š nu izcelsmi no m tš n m (progenitor 

cells) (Kucia 2006, Li 2007), ko apstiprina ar  nov rojumi, ka Bcl-2 un BCR/ABL (sastopams 

90% hroniskas mielo das leik mijas gad jumos) koekspresija mielo d s m tš n s ir 

pietiekama, lai izrais tu leik miju pel m (Jaiswal et al. 2003). 

Jauns modelis paredz v ža cilmes š nu rašanos cilmes š nu sapl šanas rezult t .

Konceptu li, sapl šana starp cilmes š n m un mutant m š n m var novest pie 

pašatjaunošan s potenci la atg šanas. Neseni p t jumi par da, ka kaulu smadze u BMDC 

š nas ir sp j gas sapl st ar neoplastisk m epit lija š n m (Rizwi et al. 2006) Š ds š nu

sapl šanas modelis sp tu izskaidrot audz ja š n m bieži rakstur go aneiplo diju (Bjerkvig et 

3. att ls. Vienk ršots modelis, kas ilustr  hipot zi par v ža cilmes š nu izcelsmi (Sagar et al. 2007).

Figure 3. Simplified model of origin of the cancer stem cells.
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al. 2005). Par labu šai hipot zei liecina ar  daudziem v rusiem piem toša sp ja sapludin t

š nas (Duelli et al. 2007). 

Pretstat  klasiskajam gad jumam, kad v zis ir piesaist ts konkr tam

saimniekorganismam, no kura š nas, tas ir att st jies, zin mi ar  divi kontagiozi v ža tipi – 

su u seksu li transmis vais v zis (CTVT, infekcioz  sarkoma) un Tasm nijas velnsomai u

sejas v zis (DFTD). S kotn ji tika dom ts, ka abos gad jumos v zi izraisa k ds v russ, l dz gi 

k  HPV var izsaukt dzemdes kakla v zi, ta u šobr d ir zin ms, ka p rnes ja ents ir pati v ža

š na, kas pirmaj  gad jum  izplat s seksu lu kontaktu ce  su u un citu Canis ints sugu 

popul cij s, bet otraj  gad jum  barošan s, savstarp jo c u un agres vas p rošan s laik

Tasm nijas velnsomai u (Sarcophilus harrisii) popul cij s (Murgia et al 2006). 

1.2. aundab go audz ju imunolo ija
Daži p tnieki uzskata, ka im n s sist mas dabisk  funkcija ir mekl t un izn cin t

neoplastiskas š nas un audus, kas auj v ža att st bu interpret t k  im n s sist mas 

neveiksm gas darb bas rezult tu attiec b  uz abnorm lu š nu atpaz šanu vai elimin šanu

(Reiman et al. 2007). Im n s sist mas nespecifisko un specifisko meh nismu kopumu, kas 

nodrošina aizsardz bu pret v ža att st bu, sauc par v ža im nredi šanu. V ža im nredi šana 

norisin s tr s f z s – elimin šanas f z , l dzsvara f z  un izb gšanas f z  (Dunn et al. 2004b)

(4. att ls): 

1. Elimin šanas f ze

Elimin šanas f ze reprezent  v ža im nuzraudz bas koncepciju, ietverot nespecifisk s

un specifisk s imunit tes meh nismu kompleksu darb bu, lai elimin tu transform tas 

š nas. Piln ga im nredi šanas procesa gad jum  v ža š nas tiek elimin tas šaj  f z ,

nesasniedzot l dzsvara un izb gšanas f zes. Elimin šanas f ze tiek iedal ta etros so os

(Dunn et al. 2004b):

1) Audz ja š nu izdal ti pre-iekaisuma faktori un hemok ni izsauc nespecifisk s

im n s sist mas š nu rekrut ciju uz audz ja saitu (Wrenshall et al. 1999).

Sasniedzot audz ju, NKT, T, NK š nas un/vai makrof gi sp j atpaz t t das

audz ja š n m rakstur gas molekulas k  NKG2D ligandus (Benlagha et al. 

2000). Š dai audz ja š n m specifisku molekulu atpaz šanai ir kritiska loma 

turpm k  im n s sist mas pretv ža aktivit t , kas raksturojas ar interferona 

produc šanu.
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4. att ls. V ža im nredi šanas tr s f zes (Dunn et al. 2004a).
Mutg nu faktoru ietekm  transform joties norm l m š n m (pel kas), t s k st par v ža š n m (sarkanas), 
kas pat agr s tumori en zes stadij s ekspres  audz ja-specifiskus mar ierus, k  ar ener  pre-iekaisuma 
sign lus (ur nsk be u.c.), kas inici  v ža im nredi šanas procesu. Im nredi šanas elimin cijas f z
im nuzraudz bas t kls, ko veido nespecifisk s un specifisk s imunit tes meh nismi, veic m r tiec gu
audz ja š nu elimin šanu, tom r, ja šis process cieš neveiksmi, audz ja š nas var ieiet l dzsvara f z , ko 
raksturo im n s sist mas selekt va iedarb ba un v ža š nu diversit ti, l dz ar to, diver jot v ža š n m, 
izdz vo t s, kas izr da rezistenci im n s sist mas darb bai. Rezistenci ieguvuš s š nas ieiet izb gšanas f z
un turpina nekontrol ti prolifer t.

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) Im n s sist mas š nu atbr votais interferons-  izraisa lok lu hemok nu sint zi,

izsaucot papildus im n s sist mas š nu rekrut ciju uz audz ja saitu un 

ekstracelul r  matriksa remodel šanas blakusprodukti stimul  audz j

infiltr jušos makrof gus izdal t nelielu daudzumu interleik na-12 (Hodge-

Dufour et al. 1997), kas, savuk rt, liek audz j  infiltr juš m NK š n m izdal t

nelielu daudzumu interferona , stimul jot makrof gus izdal t papildus 

interleik nu-12, k  rezult t , mijiedarbojoties makrof giem un NK š n m, tiek 

izdal ts liels daudzums interferona  (Bancroft et al. 1991), izsaucot virkni 

interferona  atkar go procesu, tai skait  antiproliferat vos, pre-apoprotiskos un 
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angiostatiskos, kas izraisa da as audz ja š nu boj eju un audz ja antig nu

izdal šanos ekstracelul raj  telp .

3) Nespecifisk s im n s sist mas darb bas rezult t  izn cin to audz ja š nu

antig nus vai antig nus saturoš s atliekas endocitozes ce  uz em uz audz ja

5. att ls. Specifisk  im n  atbilde uz audz ja antig niem (Sahin et al 1997).
Specifiskaj  im naj  atbild  uz audz ja antig niem iesaist tas CD4+ Th š nas, CD8+ Tc š nas un B š nas, kuras 
aktiv  profesion las antig nus prezent jošas š nas (dendr tisk s š nas). Sekr cijas vai nespecifisk s im n s
atbildes izrais tas audz ja š nu destrukcijas rezult t  atbr votos antig nus (I) pinocitozes, fagocitozes (II) vai 
FcR medi tas endocitozes (III) ce  uz em antig nus prezent jošas APC š nas. Uz emtie antig ni tiek proces ti 
(IV) un prezent ti kop  ar MHC I klases molekul m (V) Tc š n m un kop  ar MHC II klases molekul m (VI) Th
š n m, izraisot attiec go š nu aktiv ciju. Audz ja antig nu uz em ar  B š nas, izmantojot membr nas Ig (VII) 
un prezent  tu kop  ar MHC II klases molekulu Th š n m. Antig nus prezent jošo š nu un B š nu antig nu
prezent cijai Th š n m ir kritiska loma specifiskaj  im naj  atbild , jo t  izsauc klašu p rsl gšanos un IgG/A 
antivielu sekr ciju B š n m (VIII), k  ar  ilgstošo T š nu antig nu atmi u (IX). Tc š nu aktiv cija (V) iesl dz šo 
š nu citotoksisko aktivit ti, kas izpaužas k  Tc izrais ta audz ja š nu liz šana (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 (III). Uptaken antigens are processed (IV) and presented by MHC 
I (V) to Tc cells and by MHC II (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 rekrut tas dendr tisk s š nas. Antig nus nesošas nobriedušas dendr tisk s

š nas migr  uz limfmezgliem (Dunn et al. 2004b), kur t s kalpo k  starpposms 

starp nespecifisko un specifisko im no sist mu, proces tus antig nus kop  ar 

MHC II vai MHC I klases molekul m prezent jot attiec gi CD4+ Th š n m un 

CD8+ Tc š n m, kas izsauc attiec go š nu aktiv ciju. Antig nus ar membr nas

Ig starpniec bu uz em ar  B š nas, kas tos proces  un prezent  Th š n m kop

ar MHC II klases molekul m. Dendr tisko APC š nu un B š nu antig nu

prezent cija Th š n m ierosina klašu p rsl gšanos un Ig produkciju B š n s, k

ar  ilgstošu antig nu atmi u T š n m (Sahin et al 1997) (5. att ls).

4) Šaj  sol  norisin s audz ja specifisku CD4+ Th un CD8+ Tc š nu rekrut cija uz 

audz ja saitu un piln ga audz ja elimin šana. Audz ja specifisk s CD8+ Tc

š nas efekt vi atpaz st v ža š nas un elimin  t s, izmantojot gan tiešus, gan 

netiešus meh nismus (Dunn et. al. 2004b).

2. L dzsvara f ze

L dzsvara f z  starp im no sist mu un audz ja š n m iest jas dinamisks l dzsvars, kas 

raksturojas ar uz izdz vojuš m audz ja š n m v rstu im n s sist mas darb bas izrais tu 

selekcijas spiedienu, k  rezult t  audz ja augšana tiek ierobežota, to piln b  neizn cinot.

(Dunn et al. 2004b). Š  f ze, iesp jams, ir visgar k  no im nredi šanas tr s f z m un var 

ilgt vair kus gadus (Loeb et al. 2003). Šaj  period  galvenie meh nismi, kas audz jam 

auj p rciest past v gus im n s sist mas uzbrukumus, ir audz ja š nu heterogenit te un 

en tisk  nestabilit te (Loeb 1991).

3. Izb gšanas f ze

Izb gšanas f z  uz audz ja š n m vairs nedarbojas im n s sist mas spiediens, jo t s

ieguvušas rezistenci pret im n s sist mas iedarb bas meh nismiem, im nsupres vu

aktivit ti un/vai paš bas, kas auj t m palikt „neredzam m” im n s sist mas š n m Š das

audz ja š nu paš bas nosaka daž di meh nismi, piem ram (Dunn et al. 2004b):

Im nsupres vu citok nu sint ze

Antig nu neekspres šana 

Nejut ba pret interferonu-

1.3. aundab go audz ju antig nu identific šana

Atš ir b  no dz vnieku mode iem, cilv ka neoplastiskiem audiem specifisku antig nu

eksistence tika nep rprotami demonstr ta tikai 1991. gad , kad T. B na (Boon) grupa 

aprakst ja melanomas antig nu MAGE-1 (van der Bruggen et al. 1991), ta u, att stoties 
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antig nu identific šanas metodikai, jau 2002. gad  zin mo audz ja antig nu skaits p rsniedza 

2,5 t kstošus (Yuichi et al. 2005). Š das zin šanas par audz ju antig niem paver jaunas 

aundab go audz ju diagnostikas un terapijas iesp jas.

Vairums identific to audz ja antig nu iesp jams klasific t p c to ekspresijas rakstura, 

funkcij m vai izcelsmes, ierindojot tos k d  no sekojoš m kategorij m (Jäger et al. 2000, 

Sahin et al 1997):

1. V ža-s klinieku (cancer-testis) antig ni – antig ni, kuri rakstur gi audz ja š n m, 

bet nav sastopami norm los ausos, iz emot s kliniekus, kas ir im n-privile ts rajons. 

Pie š diem antig niem pieskait mi 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 

visimunog n kajiem audz ja antig niem un izraisa im no atbildi 40-50% pacientiem 

ar NY-SO-1  audz ju (Jäger et. al. 2000). +

2. Diferenci cijas antig ni – antig ni, kas rakstur gi k das noteiktas izcelsmes v ža 

š n m, k  ar  t das pašas izcelsmes norm l m š n m. Pie š diem antig niem var 

pieskait t, piem ram, melanomai rakstur gu antig nu - tirozin zi, kas sastopama ar

norm los melanoc tos (Coulie et al. 1994). 

3. Mutantie antig ni – antig ni, kas ekspres ti no mut jušiem g niem. Š di antig ni

sast da tikai nelielu da u no visiem zin majiem audz ju antig niem (Sahin et al 1997). 

Pie š diem antig niem pieskait mi MUM-1, p53, CDK4 u.c. (Jäger et al. 2000). 

4. P rm r gi ekspres tu g nu produkti – antig ni, kas sastopami gan audz ja š n s,

gan norm l s š n s, ta u audz ja š n s to ekspresijas apjoms var b t daudzk rt 

palielin ts, p rsniedzot kritisko slieksni, virs kura s k izpausties im n  atbilde (Viola 

et al. 1996). Pie š s grupas pieskait mi HER2/neu, p53 u.c. (Jäger et al. 2000). 

5. Alternat vie splaisinga varianti – ar audz ju asoci ti splaisinga varianti, kam piem t

imunog na aktivit te, piem ram, Hodžkina limfomai (Hodgkin’s lymphoma) 

rakstur gs antig ns rest ns (Sahin et al. 1995). 

6. Ar posttransl cijas modifik cij m saist tie - Antig ni, kas tiek ekspres ti vien dos 

apjomos gan audz ja, gan norm los audos, ta u im no atbildi, pateicoties post-

transl cijas modifik cij m, izraisa vien gi audz ja pacientiem. Pie š s grupas 

pieskait ms, piem ram, HOM-MEL-2.4 (Skipper et al. 1996, Chen et al. 1996). 

7. Vir lie antig ni – vir las izcelsmes antig ni, piem ram, HERV-K10 retrov rusa env 

prote ns, kas sastopams nieru audz jos (Ono et al. 1986). 

Audz ju antig nu mekl šanai un identific šanai ir izstr d tas vair kas metodes: 

1. Autolog  serolo isk  antig nu identific šana – metodi 20.gs. 70. gados att st ja

Loida J. Olda grupa un t  balst s uz autologa seruma antivielu sp ju rea t ar audz ja
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antig niem. Metod  tika izmantotas kultiv tas v ža š nu l nijas un autologs serums, 

lai veicot izv rstus absorbcijas testus, noteiktu antig nu-antivielu saist bu. Metodes 

ierobežotais potenci ls auj identific t tikai nelielu da u audz ju antig nu (Sahin et al. 

1997, LICR 2007). 

2. T  š nu epitopu klon šana – metode att st ta 20.gs. 90. gadu s kum  un t  balst s uz 

audz ja kDNS bibliot kas ieklon šanu atbilsto
c

šu MHC-1 ekspres još s m r š n s un 

sekojošas uz MHC-1 prezent to antig nu epitopu identific šanas, izmantojot no 

audz ja infiltr ta izdal tas Tc š nu l nijas. Š  metode ir oti darbietilp ga, jo 

nepieciešamas Tc š nu l nijas un iema as klon šan (Yang et al. 2006, Yang et al. 

2005).

3. MHC-1 saist to pept du elu šana – metode balt s uz pept du elu šanu no audz ja 

š n m vai att r t m audz ja MHC-1 molekul m un uznešanas uz APC š n m, kam 

seko attiec go APC reaktivit tes testi ar T  š n m. Ar T  rea jošie antig ni t l k tiek 

att r ti un sekven ti. Š  metode prasa iema as prote nu mij , prote nu att r šan , k

ar  masspektrometrij  (Yang et al. 2005). 

c c

4. Diferenci l s ekspresijas anal zes – izmanto jaun kos tehnolo iskos risin jumus, lai 

atkl tu RNS un prote nus, kas tiek atš ir gi ekspres ti norm l s un audz ja š n s

(LICR 2007). 

5. SEREX (serological analysis of recombinant cDNA expression libraries) – metodi 

1995. gad  uz autolog s serolo isk s antig nu identific šanas metodes b zes

izstr d ja M. Freundšuhs (Pfreundschuh). si p c metodes izstr des tika aizs kta 

Starptutisk  SEREX Programma (International SEREX Program), kuras ietvaros V ža

6. att ls. SEREX pieeja cilv ka aud ju antig nu identific šan  (Chen et al. 2004)

Figure 6. SEREX approach to defining human tumor antigens.
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Imunoma Datub ze (Cancer Immunome Database), kas ir liel k  publiski pieejam

v ža antig nu datub ze, papildin ta jau par aptuveni 2000 antig nu sekvenc m (LICR

2007).

Klasiskaj  SEREX metod  (6. att ls) no svaigiem audz ja paraugiem, izmantojot 

-f ga vektoru, tiek konstru ta kDNS bibliot ka un ekspres ta Escherichia coli

bakt rij . Rekombinantie -f gi no plakiem tiek p rnesti uz nitrocelulozes membr nas 

un skr n ti ar augsta titra IgG antiviel m, kas p rst v tas pacienta serum . Izmantojot 

ar enz mu konjug tas sekund r s antivielas pret cilv ka IgG, k  antig ni tiek 

identific ti ar seruma IgG rea jošie -f gu rekombinantie pept di un š di pozit vi 

kloni ieg ti monoklon l  veid , lai, veicot DNS sekven šanu, noteiktu insert t s DNS 

sekvenci (Sahin et al. 1997). Š dai metodei piem t vair kas priekšroc bas

sal dzin jum  ar iepriekšmin taj m, piem ram, svaigu audz ja audu izmantošana auj 

kDNS bibliot k  iek aut liel ko da u audz ja š n s ekspres to prote nus kod jošo 

g nu un izvair ties no in vitro artefaktiem. Metode auj ar  detekt t ne tikai š nas

virsmas, bet ar  iekšš nas antig nus (T reci et al. 1997). 

Lai gan SEREX koncepcija liekas vienk rša, veiksm gai metodes pielietošanai 

nepieciešams apiet virkni tehnisku gr t bu (Chen et al. 2004): 

1) Cilv ka serum  rakstur gas antivielas, kas rea  ar bakt rijas vai f ga

komponentiem. Š  probl ma parasti tiek risin ta, atk rtoti absorb jot

atš aid tu serumu ar bakt riju un f gu liz tu (Chen et al. 2004) 

2) IgG ekspres jošu B š nu kl tb tne audz j  rezult jas ar IgG kod jošu

sekven u iek aušanos kDNS bibliot k  un imunoskr ning  dod viltus 

pozit vus sign lus. Š s probl mas risin šanai tiek izmantots preskr nings 

(Chen et al. 2004). 

3) Da a no seruma antiviel m, kas rea  ar kDNS bibliot ku, ir autoantivielas, 

kur m ir maza vai visp r nek da saist ba ar audz ju. Š  probl ma tiek 

risin ta, izsl dzot IgM un lietojot serumu atš aid jum  no 1:100 l dz

1:1000, lai fokus tos vien gi uz augsta titra IgG (Chen et al. 2004). 

Šobr d eksist  liels skaits daž du SEREX metodes modifik ciju, kuras var iedal t

sekojoš s grup s (Chen et al. 2004): 

1) Vari cijas kDNS bibliot kas avota izv l ;

2) Vari cijas vektoru sist mas izv l ;

3) Vari cijas antivielu avota izv l ;

4) SEREX kombin cij  ar cit m metod m, piem ram, f gu displeja 

tehnolo ij m vai s rijveida g nu ekspresijas anal z m (SAGE). 
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2. MATERI LI UN METODES 

2.1. Materi li

2.1.1 Reakt vi un izejvielas 
Ražot js Reakt vi un izejvielas 
Ambion Inc. (Applied 
Biosystems kopš 2006. gada) 

DEPC-apstr d ts dens; RNALater RNS stabiliz cijas š dums; amonija 
acet ts

AMRESCO, Lietuva Tris b ze (2-amino-2-hidroksimetil-prop n-1,3-diols) 
Fermentas, Lietuva 100bp Leader DNS garuma mar ieris; 6x DNA Loading Dye Solution; 

IPTG (izopropil- -D-1-tiogalaktopiranoz ds); pUC19/MspI DNS garuma 
mar ieris; 10x TangoTM buferis; R buferis; Klenow buferis; TOPvisionTM

LE-GQ agaroze; garne u s rmain  fosfat ze (SAP); Hind III restrikcijas 
endonukle ze; Klenow enz ms; Not I restrikcijas endonukle ze

Invitrogen, ASV LB pulveris (LB BROTH BASE); TRIzol rea ents; et dija brom ds
(10mg/ml) 

Jaunpagasts Plus, SIA, Latvija Etanols 
MERCK (EMD) Borsk be; EDTA (etil n-diam n-tetraacet ts); hloroforms; karbenicil ns; T4 

polinukleot d kin ze

Premier Brands Ltd., 
Lielbrit nija 

Marvel beztauku piena pulveris 

SIGMA, ASV Tween deter ents; Izopropanols; LiCl; MgCl2; PEG-8000 (polietil n
glikols 8000); 

STANLAB, Polija NaCl

2.1.2 Rea entu un izejvielu komplekti 
Ražot js Komplekts 
Ambion Inc. (Applied 
Biosystems kopš 2006. gada) 

DNA-freeTM rea entu komplekts 

Applied Biosystems, ASV BigDye Terminator ciklisk s sekven šanas rea entu komplekts 
Fermentas, Lietuva PCR rea entu komplekts 
GE Healthcare, Lielbrit nija illustra GFX, PCR, DNS un g la att r šanas rea entu komplekts 
Invitrogen, ASV Dynal mRNS att r šanas rea entu komplekts 
MBiotech, Dienvidkoreja SpinCleanTM PCR att r šanas rea entu komplekts 
MERCK (EMD) Novagen® T7 Select klon šanas rea entu komplekts; Novagen®

OrientExpress random praimeru kDNS sint zes rea entu komplekts; 
Novagen® DNS li šanas rea entu komplekts; Novagen® T7 Select 
pakošanas rea entu komplekts; Novagen® EcoR I / Hind III galu 
modific šanas rea entu komplekts 

Stratagene (An Agilent 
Technologies company kopš 
2007. gada) 

Stratagene  DNS att r šanas rea entu komplekts 

2.1.3 Sint tiskie oligonukleot di
Nosaukums Sekvence Izcelsme 
Strep praimeris 5'-ATTGCGGCCGCTTA-3' METABION, V cija
StrepIITag-1 5’TTAAGCTTAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTTC

GAAAAATAAGCGGCCGCA3’ 
METABION, V cija

StrepIITag-2 5’TTAAGCTTTAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTTC
GAAAAATAAGCGGCCGCA3’ 

METABION, V cija

StrepIITag-3 5’TTAAGCTTTGAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTT
CGAAAAATAAGCGGCCGCA3’ 

METABION, V cija

T7 Down praimeris 5'AACCCCTCAAGACCCGTTTA3’ METABION, V cija
T7 Up2 praimeris 5'CTTCGCCCAGAAGCTGCA3' METABION, V cija
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2.1.4 Buferš dumi 
Buferš dums Sast vs
10x M9 s i 1) 420mM Na2HPO4

2) 240mM KH2PO4
3) 90mM NaCl 
4) 190mM NH4Cl 

10x TBE buferis 1) 0,89M Tris b ze 
2) 0,89M H3BO3 (pH 8,3) 
3) 20mM EDTA 

10x TBS buferis 1) 1,35M NaCl 
2) 0,25M Tris b ze 
3) 0,25M Tris-HCl (pH 7,4) 

2,5x sekven šanas buferis 1) 200mM Tris b ze
2) 5mM MgCl2 

Buferis TE 1) 10mM Tris-HCl (pH 7,5) 
2) 1mM EDTA 

Precipit cijas š dums 1) 10mM CH3COONa (pH 4,6-5,2) 
2) 77% etanols 

2.1.5. Barotnes 
Barotne Sast vs
LB barotne 1) 2% LB pulveris 

2) 98% dens 

LB Top agars 1) 2% LB pulveris 
2) 0,6% agaroze 
3) 97,4% dens 

2.1.6. Bakt riju celmi 
Nosaukums Izcelsme 
Novagen® BLT-5615 Glycerol Stock MERCK (EMD) 

2.1.7. Serumi un audu paraugi 
Visi serumi un audz ju audu paraugi emti no Latvijas Onkolo ijas Centra, kur tie iev kti no 

pacientiem, kuri iepriekš inform ti par p t juma m r iem, norisi un iesp jamiem riskiem, k

ar  devuši rakstisku akceptu. Oper ciju laik  iev ktie audz ju audu paraugi nekav joties 

ievietoti RNALater RNS stabiliz cijas š dum . At auju p t jumiem devusi LR Centr l

Medic nas tikas komisija. 
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2.1.8. Aparat ra un apr kojums 
Apraksts Modelis Ražot js
Aukstuma bloks PCR-cooler Eppendorf, V cija
Autom tiskais sekven tors ABI PRISM 3100 Applied Biosystems, ASV 
Centrif ga 5415D Eppendorf, V cija
DNS amplifik tors GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems, ASV 
Horizont l s elektrofor zes 
iek rta

GNA-100 Pharmacia, Zviedrija 

Inkubators INFORS AG CH-4103 Novatron, Inc. 
Kelvin tors MDF-U53V SANYO Electric Co., Ltd. 
Krat t js HOT-SHAKER SCIERA
Lamin rs DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-M-AR Biosan Laboratories, Inc. 
Ledusskapis R-130 Snaige 
L dzstr vas barošanas bloks PowerPac Basic Bio-Rad, Inc. 
Magn tiskais da i u koncentr tors Dynal MPC-S Invitrogen, USA 
Magn tiskais mais t js MAGNETIC LABMIXER LABOTEK, Latvija 
Mais t js Vortex - Genie 2 Scientific Industries, ASV 
Mais t js Bio -Vortex V1 Biosan Laboratories, Inc. 
Mikrovi u kr sns M1712NR Samsung, Dienvidkoreja 
pH-metrs pH 510 Oakton Instruments, ASV 
Spektrofotometrs NanoDrop® ND-1000 Thermo Scientific, ASV 
Svari PLS 360-3 (360+/-0,001g) KERN, V cija 
Termobloks TDB-120 Biosan Laboratories, Inc. 
Termostats LKB Bromma 2219 Pharmacia 
UV transiluminators UVT-20M/W Herolab, V cija

2.2. Metodes 

2.2.1.Tot l s RNS izdal šana no izmantojot TRIzol™ rea entu

Darbu veic lamin r  un izmantotos materi lus, k  ar  darba vidi apstr d  ar RN zes

inaktiv jošu š dumu, lai izvair tos no RN žu kontamin cij m, kas var tu nelabv l gi 

ietekm t izdal t s RNS kvalit ti. RNS izdal šanai izmanto TRIzol™ rea entu, kas auj no 

audu homogeniz ta izol t RNS, DNS un prote nus. Ku a v ža un norm lo audu paraugu 

dezintegr ciju veic, ar skalpeli sasmalcin tus paraugus iesald jot š idraj  sl pekl  un saberžot 

porcel na piest . Aptuveni 50% no katra audu homogeniz ta izmanto tot l s RNS 

izdal šanai, bet atlikušo daudzumu iepako 1,5ml stobri os un uzglab  kelvinator  pie -80 C.

RNS izdal šanu veic pa sekojošiem so iem: 

1.  Audu homogeniz tam pievieno TRIzol™ rea entu (1ml uz katriem 100 l audu 

homogeniz ta), samaisa invert jot un inkub  piecas min tes istabas temperat r .

2. Pievieno 200 l hloroforma, samaisa invert jot, inkub  2 min tes istabas 

temperat r
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3. Centrifug  15 min tes pie 13,2 kRMP un 4 C. Mais jums sadal s tr s f z s – 

augš j dens f z  (aptuveni 60% tilpuma), kas satur RNS, bl v  DNS f z  un 

apakš j  prote nus saturoš  f z .

4. P rvieto augš jo, RNS saturošo dens f zi jaun  1,5ml stobri , ta u saglab  ar

vid jo, DNS saturošo f zi (pie 4 C) turpm kai DNS izdal šanai.

5. RNS f zei pievieno 0,5ml izopropanola, kas auj precipit t RNS, inkub  desmit 

min tes istabas temperat r

6. Centrifug  desmit min tes pie 13’200 RMP un 4 C, uzman gi nolej 

supernatantu

7. Mazg  RNS ar 1ml 75% etanolu divas reizes:

 RNS nogulsni suspend  1ml etanola

Vorteks

Centrifug  piecas min tes pie 13’200 RMP un 4 C

Nolej supernatantu

8. Centrifug , ats c atlikušo supernatantu, izž v  nogulsni, turot stobri u atv rtu 

l dz iztvaiko etanola pilieni

9. Š dina nogulsni 100μl nukle žu br v den

10. Pievieno 5μl (1/20 no tilpuma) 20x DN zes buferi un 8u (1μl·8u/μl) DN zi, lai 

atbr votos no DNS piemais jumiem. Vorteks . Centrifug  30 sekundes

11. Inkub  20 min tes pie 37ºC 

12. Pievieno 21μl (20% no tilpuma) DN zes inaktiv cijas rea entu, maisa divas 

min tes, centrifug .

13. Nom ra RNS koncentr cijas, izmantojot NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru 

(2.2.2.)

14. Uzglab  kelvinator  pie -80 C.

2.2.2. Nukle nsk bju koncentr ciju m r šana ar NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru
 Nukle nsk bju koncentr ciju m r šanai lieto NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru, 

kurš, izmantojot sakar bu starp nukle nsk bes koncentr ciju un elekromangn tisk  starojuma 

absorbcijas intensit ti pie konkr ta vi a garuma, auj noteikt attiec g s nukle nsk bes

koncentr ciju š dum , tom r ND-1000 iesp jams izmantot ar  prote nu, fluorescentu tagu un 

š nu kult ru kvantitat v m anal z m. Par nukle nsk bes t r bu var spriest p c 260nm/280nm, 

k  ar  260nm/230nm absorbcijas intensit šu attiec b m. Nukle nsk bju koncentr ciju

m r šana tiek veikta pa sekojošiem so iem: 
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1. Not ra spektrofotometra augš jo un apakš jo m r šanas pjedest lu ar den  samitrin tu 

salveti, ar pipeti uznes 1 l dens uz apakš j  m r šanas pjedest la, nolaiž parauga 

roku un inicializ  m r šanu, lietojot NanoDrop programmat ru.

2. Lauci  „Sample type” izv las DNS-50 vai RNS-40, atbilstoši m r majai

nukle nsk bei. Uznes uz apakš j  pjedest la buferi, kur  š din ta nukle nsk be un ar 

komandu „blank” veic references m r jumu. 

3. Uz apakš j  pjedest la uznes m r mo paraugu, nolaiž parauga roku un ar komandu 

„measure” veic koncentr cijas m r jumu un nolasa rezult tu. Pirms katra m r juma ar 

salveti not ra augš jo un apakš jo m r šanas pjedest lu.

2.2.3. RNS elektrofor ze agarozes g l
RNS elektrofor zi veic paši tai paredz t  elektrofor zes vanni  uz 1,5% agarozes 

g la pa sekojošiem etapiem: 

1. Pagatavo TBE bufera atš aid jumu l dz 1x (DEPC den ).

2. Pagatavo 1,5% agarozes š dumu 1x TBE bufer

Nosver 0,75g agarozes, p rvieto koniskaj  kolb , uzpilda l dz 50ml atz mei 

ar 1x TBE buferi. 

Mais jumu kars  mikrovi u kr sn , l dz tas k st homog ns.

3. Agarozes š dumam pievieno 0,5 l et dija brom da (10mg/ml), kas sp j saist ties

pie RNS dubultspiraliz tajiem rajoniem un ir fluorescenti detekt jams. Š dumu 

atdzes  l dz aptuveni 60 C un iepilda elektrofor zes kariet  t , lai emm tes zari 

iespiestos aptuveni 2-3mm dzi i. Karieti atst j nekust gu, l dz agarozes š dums 

p riet g la st vokl .

4. Elektrofor zes vanni u uzpilda ar 1x TBE bufera ar apr inu, lai tas nedaudz 

p rsegtu agarozes g lu. No elektrofor zes karietes iz em emm ti un karieti ar 

g lu ievieto elektrofor zes vanni .

5. Uz aukstuma bloka 2 l RNS kolo dam pievieno 2 l 2x elektrofor zes kr sas

š duma (Loading Dye Solution). Denatur  5 min tes pie 68 C uz termobloka. 

6. Denatur tos RNS paraugus ienes bedr t s uz agarozes g la. Vanni u piesl dz pie 

l dzstr vas barošanas bloka (100V) un atst j uz aptuveni 40 min t m. 

7. Agarozes g lu iz em no elektrofor zes karietes un apl ko UV transiluminator .

Skaidri izš iramas rRNS joslas lieciena par zemu RNS degrad cijas l meni, 

turpret , ja joslas ir v ji saskat mas vai ar  to nav un RNS sadal jums ir dif zs, tas 

liecina par augstu RNS degrad cijas l meni un š da RNS nav piem rota t l kai

izmantošanai. 
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2.2.4. Matricas RNS izdal šana
 Lai no kop j  RNS mais juma selekt vi atdal tu nepieciešamo mRNS, tika izmantots 

Dynal mRNS att r šanas rea entu komplekts. mRNS att r šana tika veikta sekojoši: 

1. Sagatavo superparamagn tisk s (magnet ts (Fe2O3·FeO) polistir na aul ) lod tes

(Dynabeads oligo(dT)25) , kas ir p rkl tas ar mRNS poliaden na 3’ galu saistošu 

oligo(dT)25 un sp j rea t uz r ju magn tisko lauku: 

Sakrata lod šu suspensiju un pa em 400 l 1,5ml stobri  un ievieto Dynal 

MPC-S magn tiskaj  da i u koncentrator . Ar pipeti ats c š idrumu. 

Mazg  ar 200 l saist šanas bufera (Binding buffer), izmantojot magn tisko

stat vu.

Resuspend  lod tes 1 tilpum  saist šanas bufera. 

2. Apvieno RNS paraugu un sagatavoto lod šu suspensiju. Maisa 5 min tes istabas 

temperat r .

3. P rvieto reakciju uz Dynal MPC-S. Nesaist t s RNS kolo du p rnes jaun  stobri .

Lod tes divas reizes mazg  ar skalošanas buferi (Washing buffer), izmantojot Dynal 

MPC-S.

4. Resuspend  lod tes 15 l 10mM Tris-HCl un kars  2 min tes uz termobloka pie 70 C.

5. Reakciju p rvieto uz Dynal MPC-S. Sav c RNS saturošo Tris-HCl š dumu. Lod tes

saglab .

6. Lod tes apvieno ar nesaist t s RNS kolo du un atk rto 3.-5. punktu. 

7. Nom ra abu mRNS paraugu koncentr cijas, izmantojot NanoDrop® ND-1000 

spektrofotometru (2.2.2.). 

2.2.5.Pirm s kDNS des reversa transkripcija uz mRNS b zes
(Adapt ts p c OrientExpressTM kDNS sint zes rea entu komplekta protokola) 

1. Pagatavo reakcijas mais jumu ar kop jo tilpumu 20 l steril  1,5ml mikrocentrif gas

stobri :

4 g mRNS  

1 g HindIII random praimeru (NNN’NNN’TT) 

x l nukle žu br va dens

2. Kars  10 min tes uz termobloka pie 70 C, lai, denatur jot RNS sekund r s strukt ras 

palielin tu praimeru saist šan s efektivit ti.

3. Atdzes  uz aukstuma bloka. 
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4. Centrifug , lai sav ktu reakcijas mais jumu stobri a apakš .

5. Pievieno atlikušos pirm s des sint zes reakcijas komponentus (kop jais tilpums – 

50 l, ieskaitot MMLV reverso transkript zi, kas tiks pievienota 7. sol ): 

10 l 5x pirm s des buferis 

5 l 100mM ditiotreitols (DTT) 

2,5 l metil to dNTP mais jums 

x l nukle žu br vs dens.

6. Pipet jot samaisa reakcijas komponentus, 1 min ti silda pie 37 C.

7. Pievieno 800U MMLV revers s transkript zes, sapipet  un inkub  60 min tes pie 

37 C.

8. Inaktiv  MMLV reverso transkript zi, kars jot paraugu 10 min tes pie 70 C uz 

termobloka. Atdzes  uz aukstuma bloka un centrifug , lai sav ktu saturu stobri a

apakš .

9. Turpina ar otr s kDNS des sint zi (2.2.6.) 

2.2.6.Otr s kDNS des sint ze
(Adapt ts p c OrientExpressTM kDNS sint zes rea entu komplekta protokola) 

1. Otr s des sint zi s k papildinot 50 l pirm s des reakcijas mais juma ar 

sekojošiem rea entiem l dz 250 l tilpumam (uz aukstuma bloka): 

50 l 5x otr s des bufera 

6 l 100mM DTT 

2 l 10x metil to dNTP mais jums 

x l nukle žu br va dens

50U DNS polimer ze I 

1,6U RN ze H 

2. Samaisa un inkub  90 min tes pie 15° C

3. Pievieno 250 l hloroforma, vorteks  30 sekundes un centrifug  pie 12 kRMP vienu 

min ti..

4. P rvieto dens f zi jaun  stobri . Att ra kDNS ar illustra GFX, PCR, DNS un g la

att r šanas rea entu komplektu (2.2.7.). kDNS elu  25 l dens. Nom ra DNS 

koncentr ciju ar NanoDrop ND-1000 spektrofotometru (2.2.2.). 
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2.2.7. DNS att r šana ar illustraTM GFX, PCR, DNS un g la att r šanas rea entu komplektu
(Adapt ts p c illustraTM GFX, PCR, DNS un g la att r šanas rea entu komplekta protokola) 

1. Vienam tilpumam DNS parauga pievieno piecus tilpumus saist bas bufera (Capture 

buffer). Samaisa. 

2. Ievieto GFX kolonnu sav kšanas stobri .

3. P rvieto saist bas bufera – DNS parauga mais jumu GFX kolonn .

4. Centrifug  30 sekundes pie 13 kRMP. 

5. Iztukšo sav kšanas stobri u.

6. Uz GFX kolonnas uznes 500 l skalošanas bufera (Wash buffer). 

7. Centrifug  30 sekundes pie 13 kRMP. 

8. Sav kšanas stobri u iztukšo un atk rto 6.-7. soli. 

9. GFX kolonnu p rvieto jaun  1,5ml mikrocentrif gas stobri . Sav kšanas kolonnu 

izmet. 

10. Uz GFX kolonnas uznes elu šanai nepieciešamo daudzumu dens. Inkub  istabas 

temperat r  vienu min ti.

11. Centrifug  vienu min ti pie 13 kRMP.

2.2.8. kDNS galu l dzin šana ar T4 DNS polimer zi
(Adapt ts p c OrientExpressTM kDNS sint zes rea entu komplekta protokola) 

1. Pagatavo reakcijas mais jumu ar kop jo tilpumu 30 l:

20 l dubultspiraliz ta kDNS

3 l 10x Flush buferis 

1,5 l 100mM DTT 

3 l 1mM dNTPs 

1,5U T4 DNS polimer ze

x l nukle žu br vs dens

2. Samaisa un inkub  20 min tes pie 11 C.

3. Pievieno 100 l dens un vienu tilpumu (130 l) hloroforma. 

4. Vorteks  30 sekundes un centrifug  pie 12 kRMP vienu min ti..

5. P rnes augš jo f zi jaun  stobri .

6. Att ra DNS ar illustraTM GFX PCR DNS un g la att r šanas rea entu komplektu 

(2.2.7) un elu  12 l dens.
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2.2.9. EcoR I/Hind III linkeru li šana
(Adapt ts p c OrientExpressTM kDNS sint zes rea entu komplekta protokola) 

1. Pagatavo sekojošu reakcijas mais jumu ar kop jo tilpumu 20 l (iek aujot T4 DNS 

lig zi, kas tiks pievienota 3. sol ):

10 l kDNS ar nol dzin tiem galiem 

2 l 10x li šanas buferis 

2 l 1mM ATP 

2 l 100mM DTT 

2 l (100pmol) EcoR I / Hind III linkeri 

5U T4 polinukleot dkin ze

x l nukle žu br vs dens

2. Inkub  5 min tes pie 37 C.

3. Stobri u p rvieto uz aukstuma bloka un pievieno 8U T4 DNS lig zi. Inkub  6-20h pie 

16 C.

2.2.10. kDNS restrikcija ar EcoR I un Hind III
(Adapt ts p c OrientExpressTM kDNS sint zes rea entu komplekta protokola) 

1. Inaktiv  lig zi, kars jot linkeru li šanas reakcijas (2.2.9.) stobri u 10 min tes pie 

70 C. auj atdzist l dz istabas temperat rai.

2. Pievieno sekojošus rea entus l dz 100 l tilpumam: 

10 l 10x Hind III bufera 

x l nukle žu br vs dens

100U Hind III restrikcijas endonukle ze

3. Inkub  2h pie 37˚C.

4. Pievieno sekojošus rea entus: 

10 l EcoR I piel gošanas buferis (EcoR I Adjustment Buffer) 

100U EcoR I restrikcijas endonukle ze

5. Inkub  4h pie 37˚C.

6. Veic DNS elektrofor zi (2.2.22.) uz 1,5% agarozes g la. Izgriež no g la zonu, kas 

satur 250-1000bp garu DNS. Att ra ar illustraTM GFX PCR DNS un g la att r šanas

rea entu komplektu (2.2.7.) un elu  50 l dens.

7. Pievieno sekojošu rea entus: 

1 l glikog na (10mg/ml) 

50 l 4M amonija acet ta 

28



300 l 96% etanola 

8. Atst j uz nakti pie -70˚C. 

2.2.11. T7Select10-3b vektora Hind III / Not I š elšana
1. Š e  T7 bakteriof ga DNS pa Hind III un Not I restrikcijas saitiem. Pagatavo sekojošu 

reakcijas mais jumu ar kop jo tilpumu 20 l:

2 l T7Select10-3b DNS (10,5 g/ l) 

2 l 10x R buferis 

1,2 l Hind III restrikcijas endonukle ze (10U/ l)

2 l Not I restrikcijas endonukle ze (10U/ l)

12,8 l dens

Inkub  3h pie 37 C.

2. Pievieno 1 l 1U/ l garne u s rmaino fosfat zi (SAP), kas kataliz  3’ un 5’ fosf tgrupu

atbr vošanu no DNS molekulas. Inkub  30 min tes pie 37 C.

3. Kars  15 min tes uz termobloka pie 80 C, lai inaktiv tu SAP. 

4. Pievieno 90 l dens un 100 l hloroforma, samaisa, centrifug  15 min tes pie 13,4 

kRMP.

5. P rnes augš jo f zi jaun  stobri

6. Pievieno sekojošu rea entus: 

1 l glikog na (10mg/ml) 

100 l 4M amonija acet ta

500 l 96% etanola 

7. Atst j uz nakti pie -70 C.

2.2.12. StrepIITagu otr s des sint ze
1. Sagatavo reakcijas mais jumu: 

1 l StrepIITag (100 mol/ l)

1 l Strep praimeris (100 mol/ l)

1 l 10x Klenow buferis 

0,5 l 2mM dNTPs 

6 l dens

2. Denatur  StrepIITagu 3 min tes pie 95 C.

3. Hibridiz  praimerus 2 min tes pie 50 C.

4. Pievieno 0,5 l Klenow enz ma (10U/ l).
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5. Replic  StrepIITagu 15 min tes pie 37 C

6. P rvieto uz aukstuma bloka. Pievieno 100 l hloroforma un 90 l dens.

7. Vorteks , centrifug  5 min tes pie 13,2 kRMP. P rnes augš jo f zi jaun  stobri .

8. Pievieno sekojošu rea entus: 

1 l glikog na (10mg/ml) 

100 l 4M amonija acet ta

500 l 96% etanola 

9. Atst j uz nakti precipit ties pie -70 C.

10.  Centrifug  15 min tes pie 13,2 kRMP. 

11.  Nolej supernatantu. DNS nogulsni skalo ar 70% etanolu: 

1) Nogulsni suspend  500 l 70% etanola 

2) Centrifug  5 min tes pie 13,2 kRMP 

3) Nolej supernatantu 

12. Veic atk rtotu DNS skalošanu. Ats c supernatantu un izž v  nogulsni, stobri u turot 

atv rtu.

13. Š dina nogulsni 17 l dens.

2.2.13. StrepIITagu li šana
1. Pagatavo sekojošu reakcijas mais jumu ar kop jo tilpumu 25 l:

17 l StrepIITag 

2,5 l 10x li šanas bufera 

2,5 l 1mM ATP 

2,5 l 100mM DTT 

0,5 l 10U/ l polinukleot dkin ze

2. Silda 15 min tes pie 37 C.

3. Pievieno 0,5 l T4 DNS lig zi (4U/ l).

4. Li  1-2h istabas temperat r .

5. Att ra ar SpinClean PCR att r šanas rea entu komplektu (2.2.14.). Elu  25 l TE 

bufer . Nom ra DNS koncentr ciju ar NanoDrop ND-1000 spektrofotometru (2.2.2.). 
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2.2.14. Att r šana ar SpinCleanTM PCR att r šanas rea entu komplektu
(Adapt ts p c SpinCleanTM PCR Purification Kit User Manual) 

1. PCR produkta sagatavošana 

PCR produktam pievieno 5 tilpumus PCR att r šanas bufera (PCR Purification 

buffer), samaisa. 

2. DNS imobiliz šana 

SpinCleanTM kolonnu ievieto sav kšanas stobri .

P rnes sagatavotu PCR produktu SpinCleanTM kolonn

Centrifug  1 min ti pie 13,2 kRMP, iztukšo sav kšanas stobri u.

3. DNS skalošana 

SpinCleanTM kolonn  ienes 750 l kolonnas skalošanas bufera ar etanola 

piedevu

Centrifug  1 min ti pie 13,2 kRMP, iztukšo sav kšanas stobri u

Atk rtoti centrifug  1 min ti pie 13,2 kRMP 

4. DNS elu šana

P rvieto SpinCleanTM kolonnu jaun  1,5ml mikrocentrif gas stobri

SpinCleanTM kolonn  ienes 30-50 l elu šanas bufera vai nukle žu br va dens.

Inkub  1 min ti istabas temperat r .

Centrifug  1 min ti pie 13,2 kRMP. 

SpinCleanTM kolonnu izmet. DNS uzglab  pie -20 C vai zem k  temperat r .

2.2.15. StrepIITagu restrikcija ar HindIII un NotI restrikt z m
1. Sagatavo reakcijas mais jumu ar kop jo tilpumu 30 l:

25 l StrepIITag (self-ligated) 

3 l 10x R bufera 

1 l HindIII restrikt ze (2U/ l)

1 l NotI restrikt ze (2U/ l)

2. Inkub  1h pie 37 C, p rnes 15 l reakcijas mais juma jaun  stobri  un uzglab  pie 4 C

(lai izvair tos no iesp jamas nespecifiskas restrikcijas sek m), atlikušo reakcijas 

mais jumu turpina inkub t pie 37 C v l 1h. Abus reakcijas mais jumus apvieno. 

3. Reakcijas mais jumam pievieno 70 l dens un 100 l hloroforma, samaisa, centrifug

15 min tes pie 13,2 kRMP. P rnes augš jo f zi jaun  stobri .

4. Pievieno sekojošus rea entus: 

100 l 4M amonija acet ta
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1 l glikog na (10mg/ml) 

500 l 96% etanola 

5. Precipit  2h pie -70 C.

2.2.16. Vektora un StrepIITagu sagatavošana li šanai
1. Vektoru (2.2.11) un StrepIITagus (2.2.15) centrifug  20 min tes pie 4 C un 13,2 

kRMP, supernatantu nolej. Nogulsnes mazg  divas reizes 75% etanol , izž v , turot 

stobri u atv rtu.

2. Š dina nogulsnes den :

Vektoru – 3 l dens (1,5 l uz katru li šanas reakciju) 

StrepIITagus – 5 l dens. Nom ra koncentr ciju ar NanoDrop® ND-1000

spektrofotometru (2.2.2.). Atš aida ar deni l dz 5ng/ l koncentr cijai.

2.2.17. Vektora un StrepIITagu li šana
1. Sagatavo reakcijas mais jumu: 

0,5 l 10x li šanas buferis 

0,5 l 10mM ATP 

0,5 l 100mM DTT 

1 l 4U/ l T4 DNS lig ze

1,5 l š elts vektors 

1 l StrepIITag (5ng/ l)

2. Samaisa pipet jot un inkub  14h pie 16 C

3. Uzglab  pie 4 C

2.2.18. Rekombinanto T7 f gu pakošana
1. Uz ledus bloka atkaus  T7 pakošanas ekstraktu (T7Select® Packaging Extract) 

2. 25 l T7 pakošanas ekstrakta tilpumam (25 l pakojums var tikt sadal ts maz kos

reakcijas tilpumos, š d  gad jum  j lieto ar  proporcion li maz ki p r jo rea entu 

tilpumi) pievieno 5 l li šanas reakcijas vai 0,5 g kontroles DNS. Maisa pipet jot

(nevorteks t!).

3. Inkub  reakciju istabas temperat r  (22 C) 2 stundas. 
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4. P rtrauc reakciju, pievienojot 270 l sterila LB. Ja reakciju paredz ts uzglab t ilg k

par 24h, pievieno 20 l hloroforma un samaisa invert jot. Uzglab  pie 4 C l dz 1 

ned ai bez b tiskiem titra zudumiem. 

2.2.19. Rekombinanto f gu titr šana
1. Sagatavo E.coli š nas titr šanai. Lamin r  pagatavo sekojošu mais jumu: 

10ml LB barotne 

1ml 10x M9 s i

100 l 40% glikoze 

10 l 1M MgSO4

10 l karbemic na (100 g/ml) 

100 l E.coli BLT-5615 naktskult ras 

Inkub  90-120 min tes krat t j  (160RMP) pie 37 C. Pievieno 1/1000 tilpuma IPTG. 

Turpina inkub ciju v l 30 min tes. Uzglab  pie 4 C l dz 48 stund m. 

2. Izkaus  LB TOP agaru, iepilda stobri os (materi lu daudzumi doti 1. tabul ) un 

ievieto termostat  pie 50 C.

1. tabula.  
Izejvielu daudzumi atkar b  no izmantotaj m plat t m

Table 1 
 Amounts of ingredients depending of used plates

Plat te Top agars BLT-5615 kult ra
(OD600 1.0)

Karbemic ns,
100 g/ml 

IPTG, 1M 

60mm 1,5 ml 100 l 1,5 l 1,5 l
100mm 3,0 ml 250 l 3,0 l 3,0 l
150mm 10,0 ml 800 l 10,0 l 10,0 l
10x10cm 5,0 ml 450 l 5,0 l 5,0 l

3. Pagatavo f gu atš aid jumu s riju f gu ekstrakcijas bufer  (1/100-1/104 – 

rekombinantam f gam un l dz 1/105, ja izmantota T7 pakošanas kontroles DNS 

(T7Select® Packaging Control DNA). 

4. 1 l no katra atš aid juma pievieno E.coli BLT-5615 kult rai, mais jumu pievieno pie 

izkaus t  LB TOP agara. Pievieno karbomic nu un IPTG, invert , uzlej uz sasild tas

plat tes ar LB TOP agaru un atst j l dz saciet . Inkub  termostat  pie 37 C 1-1,5h l dz

skaidri saskat mi plaki. 

5. Saskaita plakus un apr ina bibliot kas titru p c formulas: n0=n·x·V0, kur n0 – 

bibliot kas kop jais apjoms, n – plaku skaits uz plat tes, x – atš aid juma reižu skaits, 

V0 – bibliot kas kop jais tilpums ( l). 
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2.2.20. F gu izol šana
1. Izmantojot pipeti, no Petri plates izol  atseviš us plakus. 

2. Katru plaku suspend  100 l f gu ekstrakcijas bufera. Vorteks . Centrifug , lai sav ktu 

suspensiju stobri a apakš .

3. Uzglab  pie 4 C.

2.2.21. Polimer zes des reakcija
 PCR jeb polimer zes des reakcija ir in vitro DNS amplific šanas metode, kas balst s

uz DNS polimer zes darb bu. PCR reakcij  parasti tiek lietota termoiztur ga DNS polimer ze,

piem ram, Taq polimer ze, kas izol ta no termoiztur gas Thermus aquaticus bakt rijas, aujot 

automatiz t PCR reakciju, jo p c katra cikla vairs nav j pievieno jauna DNS polimer ze. T

k  DNS polimer ze nesp j sintez t jaunu DNS di, bet tikai pagarin t esošo, PCR reakcij

tiek izmantoti DNS praimeri – si oligonukleot di, kas ir komplement ri k dam 

amplific jam s DNS re ionam. PCR veic sekojoši: 

1. Sagatavo PCR reakcijas mais jumu ar kop jo tilpumu 20 l (uz aukstuma bloka): 

2 l 10x PCR bufera 

2 l 25mM MgCl2

2 l. 2mM dNTPs 

11,85 l. dens

0,15 l 5U/ l Taq DNS polimer ze

0,5 l 10pmol/l T7 Up2 praimera 

0,5 l 10pmol/l T7 Down praimera 

1 l T7 f ga suspensijas 

2. Amplific  DNS, veicot PCR sekojošos apst k os:
Temperat ra Ilgums 

S kotn j  DNS denatur cija 94 C 4 min 

DNS denatur cija 94 C 30 s 

Praimeru hibridiz cija 50 C 30 s 

DNS sint ze 72 C 45 s 

35 cikli 

Nosl dzoš  f ze 72 C 10 min 

Uzglab šana 4 C

3. Veic PCR produkta att r šanu ar SpinCleanTM PCR att r šanas rea entu komplektu 

(2.2.14) un nom ra koncentr ciju ar NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru (2.2.2.). 
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2.2.22. DNS elektrofor ze agarozes g l
 Lai raksturotu DNS garumu, t r bas pak pi vai ar  izdal tu noteikta garuma DNS 

frakciju, veic elektrofor zi, kura balst s uz DNS molekulas sp ju p rvietoties elektriskaj

lauk . Lai ierobežotu molekulas kust bu atkar b  no t s izm ra, izmanto nes jus. DNS 

elektrofor zi visbiež k veic 0,6-2,0% agarozes g l . T  k , palielinot agarozes koncentr ciju, 

samazin s poru izm rs agarozes g l , g la koncentr ciju izv las atbilstoši analiz jam s DNS 

koncentr cijai (2. tabula). 

2.tabula  
Agarozes g la koncentr cijas izv le atkar b  no analiz jam s 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
2,0 1,5 1,2 0,9 0,7Agaroze, % 0,6

Ja DNS garums ir maz ks par 0,1kb, k  nes ju izmanto poliakrilam da g lu, savuk rt, ja DNS 

garums p rsniedz 20kb, izmanto puls još  lauka elektrofor zi main ga virziena elektriskaj

lauk  ( pašas markas agarozes g l ), jo DNS fragmenti, kas p rsniedz 23kb, nemain ga 

virziena elektriskaj  lauk  kustas ar vien du trumu, savuk rt puls još  lauk , pateicoties 

DNS molekulas orient cijas mai ai, iesp jams analiz t l dz pat 10Mb garus DNS fragmentus.  

DNS elektrofor zi veic sekojoši: 

1. Pagatavo nepieciešam s koncentr cijas agarozes š dumu atbilstoši analiz jam s DNS 

prognoz jamajam garumam (2. tabula).  

Nosver nepieciešamo daudzumu agarozes, izš dina 0,5x TBE bufer , kars jot 

mikrovi u kr sn .

Pievieno 10mg/ml et dija brom du (1 l uz 100ml agarozes g la), kas sp j

saist ties pie dubultspiraliz tas DNS un ir fluorescenti detekt jams. 

2. Š dumu atdzes  l dz aptuveni 60 C un iepilda elektrofor zes kariet  t , lai emm tes

zari iespiestos aptuveni 2-3mm dzi i g l . Karieti atst j nekust gu, l dz agarozes 

š dums p riet g la st vokl .

3. Elektrofor zes vanni u uzpilda ar 0,5x TBE bufera ar apr inu, lai tas nedaudz 

p rsegtu agarozes g lu. No elektrofor zes karietes iz em emm ti un karieti ar g lu 

ievieto elektrofor zes vanni .

4. Sagatavo DNS paraugus uznešanai uz g la.

2 l DNS suspensijai pievieno 1 l 2x uznešanas kr sas š duma (Loading Dye 

Solution). 

5. DNS paraugus ienes bedr t s uz agarozes g la. Vanni u piesl dz pie l dzstr vas

barošanas bloka (100V) un atst j uz aptuveni 40 min t m (atkar b  no DNS garuma).. 

6. Agarozes g lu iz em no elektrofor zes karietes un apl ko UV transiluminator .
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2.2.23. Kr sas-terminatora DNS sekven šana
 Kr sas-terminatora sekven šana ir klasisk s Sangera jeb des-termin cijas metodes 

modifik cija, kas, pateicoties ar augstas jut bas pie atš ir giem vi a garumiem fluorescent m

kr sviel m iez m tiem termin jošiem didezoksiribonukleot diem, auj veikt visu etru

nukleot du sekven šanu vien  reakcij . Sekven šanas reakcijai izmanto jau gatavu BigDye®

mais jumu, kas satur fluorescenti iez m tus termin jošos ddNTPs, dNTPs un termiski iztur gu

AmpliTaq® DNS polimer zi. Sekven šanu veic p c sekojošas sh mas: 

1. Ar PCR att r šanas rea entu komplektu att r tai DNS (2.2.14.) nom ra koncentr ciju

(2.2.2.). DNS daudzumu sekvenc šanas reakcijai izv las atkar b  no sekvenc jam s

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

2. Sagatavo reakcijas mais jumu ar kop jo tilpumu 10 l (uz aukstuma bloka): 

x l DNS paraugs 

y l dens

3. tabula  
DNS daudzuma izv le sekvenc šanai

Table 3 
Selection of DNA quantity for sequencing

DNS garums, bp 100-200 200-500 500-1000 1000-2000 >2000 pDNS 
DNS sekven šanai, ng 1-3 3-10 5-20 10-40 40-100 200-500

3 l 2,5x sekven šanas buferis 

1 l 2,5pmol/ l T7 Up2 (vai 2,5pmol/ l T7 Down) praimeris 

1 l BigDye®

3. Amplific  DNS, veicot PCR sekojošos apst k os:
Temperat ra Ilgums 

S kotn j  DNS denatur cija 94 C 3 min 

DNS denatur cija 94 C 30 s 

Praimeru hibridiz cija 57 C 15 s 

DNS sint ze 60 C 4 min 

25 cikli 

Nosl dzoš  f ze 60 C 10 min 

Uzglab šana 4 C

4. Veic sekven šanas reakcijas att r šanu:

10 l sekven šanas reakcijas mais jumam pievieno 130 l precipit cijas

š duma, p rnes 1,5ml stobri , savorteks .

Precipit  DNS 15 min tes pie 4 C.

Centrifug  10 min tes pie 13,2 kRMP 4 C temperat r , aizv c supernatantu. 
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Pievieno 1ml 70-75% etanolu, invert , centrifug  5 min tes pie 13,2 kRMP 

istabas temperat r , aizv c supernatantu. 

Atk rto iepriekš jo darb bu.

Centrifug , lai sav ktu atlikušo supernatantu stobri a apakš , aizv c to ar 

mikropipeti. 

Stobri us ž v  atv rt  veid , l dz tie piln b  izžuvuši. 

5. Veic kapil ro elektrofor zi un sekvences nolas šanu ar ABI Prism Genetic Analyzer 

3100.

2.2.24. Sekven u anal ze
DNS sekven u anal zei izmanto Contig Express datorprogrammu. Analiz jot

hromatogrammu, p rbauda::

A. Vai StrepIITag oligonukleot ds korekti ieli jies T7elect10-3b vektor  pa Hind III 

(AAGCTT) un Not I (GCGGCCGC) restrikcijas saitiem (7. att ls).

B. Vai kDNS inserts korekti ieli jies StepIITag – T7 vektor  pa EcoR I (GAATTC) un 

Hind III saitiem (7. att ls). Aiz EcoR I saita j seko adapterim ((TC)AAGC) 

7. att ls. StrepIITag oligonukleot du, T7Select10-3b vektora un kDNS bibliot kas sekvences 

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

2.2.25. F gu amplific šana (š idr  liz ta metode)
1. Sagatavo E.coli š nas f gu amplific šanai: Gaisa pl smas lamin r  pagatavo sekojošu 

mais jumu 

10ml LB barotne 

1ml 10x M9 s i

100 l 40% glikoze 

10 l 1M MgSO4

10 l karbomic na (100 g/ml) 

100 l E.coli BLT-5615 kult ras
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Inkub  2,5h krat t j  (160RMP) pie 37 C. Pievieno 1/1000 tilpuma 1M IPTG. 

Turpina inkub ciju v l 30 min tes. Uzglab  pie 4 C l dz 48 stund m

2. Infic  š nas ar 20 l f ga suspensijas (5·106 pfu/ l), inkub  1-1,5h, l dz š nas tiek 

liz tas.

3. Centrifug  5 min tes pie 15 kRMP, supernatantu p rnes jaun  stobri .

4. Pievieno ¼ tilp. 20% PEG-8000 / 2,5M NaCl. 

5. Samaisa invert jot (100x). 

6. Atst j uz nakti precipit ties (pie 4 C).

7. Izol  DNS ar Stratagene  DNS att r šanas rea entu komplektu (2.2.26.). 

2.2.26. T7 f ga DNS izol šana ar Stratagene  DNS att r šanas rea entu komplektu
1. Centrifug  amplific to f gu (2.2.25.) 30 min tes pie maksim las jaudas (4 C).

2. Aizv c supernatantu. 

3. Resuspend  nogulsni 3ml PEB, vorteks jot 10-20 sekundes. 

4. Centrifug  10 min tes pie maksim las jaudas, p rnes supernatantu jaun  stobri .

5. 1ml supernatanta pievieno: 

1 l DNAse I (20mg/ml) 

4 l RNAse A (2mg/ml) 

6. Inkub  15 min tes istabas temperat r .

7. Centrifug  5 min tes pie 14 kRMP (istabas temperat r ), p rnes supernatantu jaun

stobri .

8. Pievieno 500 l 80% DEAE celulozi un inkub  10 min tes istabas temperat r , ik pa 2 

min t m maisot. 

9. Centrifug  1 min ti istabas temperat r , p rnes supernatantu jaun  stobri .

10. Pievieno 40 l 0,5M EDTA. 

11. Pievieno 15,4 l pron zi (50mg/ml). 

12. Inkub  15 min tes pie 37 C.

13. Pievieno 30 l 5% CTAB. 

14. Inkub  3 min tes pie 65 C.

15. Dzes  5 min tes uz aukstuma bloka. 

16. Centrifug  10 min tes pie 14 kRMP, aizv c supernatantu. 

17. Resuspend  nogulsni 200 l 1,2M NaCl (nevorteks t).

18. Pievieno 500 l 97% etanola un samaisa invert jot.

19. Centrifug  10 min tes pie 14 kRMP istabas temperat r , aizv c supernatantu. 

20. Mazg  nogulsni 70% etanol  (divas reizes). 

21. Izž v  nogulsni un resuspend  30 l TE bufer .
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22. Inkub  10 min tes pie 37 C.

23. Centrifug , p rnes supernatantu jaun  stobri .

24. Nom ra DNS koncentr ciju ar NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru (2.2.2.). 

2.2.27. T7 StrepIITag-vektoru restrikcija ar HindIII un EcoRI
1. Atseviš os stobri os pagatavo reakcijas mais jumus katram StrepIITag-vektoram ar 

tilpumu 30 l:

2 g  T7 StrepIITag-vektora 

6 l  2x Tango bufera 

0,7 l 10U/ l EcoR I restrikt ze

1 l 10U/ l Hind III restrikt ze

2,5 l dens

2. Atst j uz nakti pie 37 C

3. Pievieno 2U garne u s rmaino fosfat zi, inkub  30 min tes pie 37 C, inaktiv  10 

min tes pie 70 C

4. Pievieno 70 l dens

5. Hloroform

6. Pievieno 20 l 4M LiCl un 300 l 70% etanola 

7. Skalo ar 70% etanolu (2 reizes) 

8. Suspend  5 l TE bufera. 

2.2.28. StrepIITag-vektoru un kDNS li šana
1. Steril  0,5ml stobri  sagatavo li šanas reakcijas mais jumu ar kop jo tilpumu 5 l

(katram StepIITag-vektoram atseviš i):

200ng kDNS 

0,5 g StrepIITag-vektors  

0,5 l lig zes buferis 

0,5 l 10mM ATP 

0,5 l 100mM DTT 

0,4-0,6U T4 DNS lig ze

2. Samaisa pipet jot un inkub  3-16h pie 16 C

3. Uzglab  pie 4 C, pako (2.2.18.), titr  (2.2.19.) 

2.2.29. kDNS bibliot kas amplific šana (plašu liz ta metode)
1. Sagatavo E.coli š nas kDNS bibliot kas amplific šanai: Gaisa pl smas lamin r

pagatavo sekojošu mais jumu 
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10ml LB barotne 

1ml 10x M9 s i

100 l 40% glikoze 

10 l 1M MgSO4

10 l karbomic na (100 g/ml) 

100 l E.coli BLT-5615 naktskult ras 

Inkub  2h krat t j  (160RMP) pie 37 C. Pievieno 1/1000 tilpuma IPTG. Turpina 

inkub ciju v l 30 min tes. Uzglab  pie 4 C l dz 48 stund m

2. Izkaus  LB TOP agaru, iepilda stobri os (7ml uz 150mm plat ti) un ievieto termostat

pie 50 C.

3. 700 l E.coli š n m pievieno l dz 1·105 pfu kDNS bibliot kas. Mais jumu pievieno 

7ml izkaus tajam LB TOP agaram, pievieno 7 l IPTG un 7 l karbomic na. Samaisa 

invert jot, t  saturu uzlej uz 150mm LB TOP agara plat tes, atst j l dz saciet , tad 

p rvieto termostat  pie 37 C uz 1,5h. 

4. Elu  f gus, uznesot uz katras plat tes 8ml f gu ekstrakcijas bufera un atst jot uz nakti 

krat t j  pie 4 C.

5. Ar pipeti sav c no plat t m elu tu steril  stobri , pievieno 0,5ml hloroforma un 

samaisa invert jot. Centrifug  5 min tes pie 3000xg un p rnes supernatantu steril

stobri .

6. Nosaka bibliot kas titru, veicot titr šanu (2.2.19.). 

7. Amplific ta bibliot ka var tikt uzglab ta vair kus m nešus pie 4 C bez titra 

zudumiem. Ilgstošai bibliot kas uzglab šanai (pie -70 C) j pievieno 0,1 tilpums 80% 

glicer na

2.2.30. F gu PEG att r šana.
 Lai att r tu un sakoncentr tu f gus, sekojoši tiek veikta f gu precipit cija ar PEG-8000: 

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

stobri ).

2. Samaisa invert jot (100x) un inkub  vismaz 4h pie 4 C.

3. Centrifug  30 min tes pie vismaz 5,5kRMP, aizv c supernatantu. 

4. Atk rtoti centrifug  1 min ti un aizv c atlikušo supernatantu. 

5. Resuspend  nogulsni 900 l f gu ekstrakcijas bufera. 

6. Centrifug  10 min tes pie 14kRMP, p rnes supernatantu jaun  stobri .

7. Pievieno 100 l glicer na un uzglab  pie -70 C.
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3. REZULT TI UN DISKUSIJA 

1. StrepIITag saturošu T7 f ga displeja vektoru konstru šana

M su laboratorij  pašlaik tiek veikts p t jums, kura m r is ir identific t reprezentat vu

skaitu melanomas un ku a v žu antig nu, izgatavot antig nu mikro ipu, ar t  pal dz bu

noteikt autoantivielu repertu ru v ža pacientu un veselu cilv k  serum , un nov rt t iesp jas 

izstr d t uz autoantivielu noteikšanu balst tu neinvaz vu diagnostikas testu. Šaj  darb

antig nu identific šanai tiek izmantota uz T7 f gu displeju balst ta SEREX metodika. Šai 

metodei ir virkne priekšroc bu, sal dzinot ar klasisko SEREX. Izmantojot f gu displeja kDNS 

bibliot kas, rekombinantie prote ni tiek ekspres ti k  hibr die prote ni ar f ga virsmas 

prote nu 10B un ekspon ti uz f gu da i u virsmas, kas dod iesp ju bag tin t f gu bibliot ku

ar kloniem, kas ekspres  antig nus pret kuriem serum  ir antivielas proces , ko sauc par 

biopanning. Tas aizvieto laika un darba-ietilp go imunoskr ningu klasiskaj  SEREX 

metodik , k  rezult t  š  metode ir iev rojami tr ka, k  ar  dod iesp ju vienlaikus analiz t

vair kas kDNS bibliot kas. Ta u identific to antig nu sekven u anal ze par d ja, ka tikai 

~10% gad jumu uz f ga virsmas tiek ekspon ti pareizaj  (dabiskaj ) f z  transl ti prote ni, bet 

p r jos gad jumos tiek ekspres ti pept di, kas ieg ti transl jot genomisk s DNS fragmentus, 

mRNS 5’ vai 3’ UTR vai kDNS fragmentus alternat v  transl cijas f z . Visticam k, šie 

nedabiskie pept di ir struktur li l dz gi citu antig nu epitopiem (mimotopi), ta u nav zin ms 

kuru re lo antig nu mimotopi tie ir – tie var b t audz ju antig nu mimotopi un l dz ar to 

noder gi biomar ieri, bet tie var b t ar  ar audz jiem nesaist tu antig nu vai infekciozu a entu

mimotopi (Kalni a et al, 2008). L dz gu metodiku antig nu identific šanai ir izmantojuši ar

Chattrejee et al. (2006), un ar  vi u ieg tie rezult ti ir l dz gi. T d  m su laboratorij  tika 

ies kts darbs pie jaunu T7 f ga displeja vektoru konstru šanas, kas dotu iesp ju bag tin t

kDNS bibliot kas ar f giem, kas ekspres  pareizaj  f z  transl tus prote nus. Lai to pan ktu,

T7 f ga displeja vektor  3’virzien  no kDNS insercijas vietas tika insert ts Strep II Tag – 8 aa 

sekvence, kas struktur li atg dina biot nu un ar t du pašu afinit ti k  biot ns saist s ar 

streptavid nu. Strep II Tag tiek ekspon ts uz f ga virsmas tikai tad, ja insert t  kDNS nesatur 

Stop kodonu. Tas dod iesp ju, izmantojot ar streptavid nu p rkl tas paramagn tisk s lod tes, 

no f gu bibliot kas izol t tos klonus, kas ekspres  Strep II Tag un l dz ar to, visticam k, ar

pareiz  f z  transl tu kDNS. I. Meistera sav  ma istra darb  par d ja, ka š da pieeja princip

ir iesp jama un, ka Strep II Tag netrauc  f ga da i as sav kšanos, neietekm  pfu skaitu plak

un rekombinanto prote nu kopiju skaitu.
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Viens no š  darba galvenajiem uzdevumiem ir uzkonstru t divus StrepIITag saturošus 

T7 f ga displeja vektorus, kuros Strep II Tag trasnsl cijas f ze ir nob d ta par vienu vai par 

diviem nukleot diem attiec b  pret insert to kDNS. Tas nepieciešams, lai palielin tu 

identific jamo antig nu kl stu, jo, li jot identisku kDNS molekulu tr s daž dos Strep II Tag 

saturošos vektorus, kur Strep II Tag transl cijas f ze atš iras par vienu nukleot du, vismaz 

vien  gad jum  kDNS inserta un Strep II Tag transl cijas f zes sakrit s. Vektoru 

konstru šanai tika izmantots T7Select10-3b vektors, k  ar  Strep II Tag-2 un Strep II Tag-3 

oligonukleot di (7. att ls). Strep II Tagi tika li ti vektor  pa Hind III un Not I restrikcijas 

saitiem un pakoti, izmantojot T7 pakošanas ekstraktu, rezult t  ieg stot 23×103 pfu Strep II 

Tag-2 saturošus un 9·103 pfu Strep II Tag-3 saturošus T7 f gus. Lai atlas tu tos f gu klonus, 

kuros ieklon ti Strep II Tag, tika izol ti ~90 atseviš i plaki un to polilinkera rajoni 

apmlific ti, izmantojot PCR ar praimeriem, kas atrodas abpus klon šanas saitiem. Veicot PCR 

produktu elektrofor zi, ieg tie rezult ti liecin ja, ka insertus satur vien gi 7% vektoru, kuros 

li ts StrepIITag-2 un 8% vektoru, kuros li ts StrepIITag-3. No vektoriem ar korekti ieli tu

StrepIITag tika izv l ts viens StrepIITag-2 (8. att ls) un viens StrepIITag-3 vektors, k  ar

emts jau iepriekš sagatavots StrepIITag-1 vektors, kuri t l k tika amplific ti, izmantojot 

š idr  liz ta metodi un att r ti ar Stratagene  DNS att r šanas rea entu komplektu, ieg stot 

18,2 g StrepIITag-1, 6,7 g StrepIITag-2 un 37,4 g StrepIITag-3 saturoša T7 f ga displeja 

vektora DNS. 

8. att ls. Sekven šanas rezult ti: T7 vektor  ieli ts Strep II Tag – 2.

Figure 8. Sequencing results: Strep II Tag - 2 ligated in T7 vector.
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2. Ar StrepIITag iez m tu ku a v ža kDNS ekspresijas bibliot ku 

konstru šana

Tot l s RNS izdal šanai tika 

izmantoti ku a v ža un blakus esošu 

audu paraugi, kas iev kti oper ciju laik

no ku a v ža pacientiem, sa emot vi u

rakstisku piekrišanu. RNS tika izdal ta no 

homogeniz tiem audu paraugiem, 

izmantojot TRIzolTM rea entu un t s

kvalit te tika nov rt ta, veicot elektrofor zi 1,5% agarozes g l , nedegrad tai RNS rakstur gas

izteiktas rRNS joslas. Izdal t s RNS daudzumi apkopoti 4. tabul .

4. tabula 
Izol t s RNS daudzumi

Table 4 
Amounts of the isolated RNA

Parauga Nr. RNS daudzums, g

Ku a v ža kDNS ekspresijas bibliot kas konstru šanai tika emti 305 g RNS no 

pieciem audz ja paraugiem un apvienoti vien  paraug  ar 262 l tilpumu (5. tabula). Matricas 

RNS izdal šanai tika izmantots Dynal mRNS att r šanas rea entu komplekts, k  rezult t  tika 

ieg ti 4,2 g mRNS, kas sast da 1,4% no tot l s un ir pietiekami, lai izdal to mRNS var tu 

izmantot kDNS sint zei. 

kDNS sint zei tika izmantoti komerci li pieejami rea entu komplekti un 4 g izdal t s

mRNS. Ieg tajai dubultspiraliz tajai kDNS tika veikta EcoR I / Hind III linkeru li šana un 

š elšana pa attiec giem EcoR I un Hind III restrikcijas saitiem. Veicot elektrofor tisku kDNS 

frakcion šanu, tika izdal tas un att r tas zonas ar 250-1000bp kDNS, jo s ki kDNS inserti 

apgr tin tu kDNS bibliot kas bag tin šanu ar insertu pareiz  transl cijas f z  ekspres jošiem 

kloniem. P c att r šanas tika ieg ti ~700ng kDNS, kas t l k tika izmantota ku a v ža kDNS 

ekspresijas bibliot kas konstru šanai.  

460T 121 
464T 131 

Ku a v ža 
RNS

465T 230 
460N 268 
464N 191 

Norm lu audu 
RNS

465N 179

5. tabula 
Tot l s RNS daudzumi kDNS bibliot kas konstru šanai

Table 5 
Amounts of the total RNA for constructing cDNA library
Nr. RNS daudzums, g Koncentr cija, g/ l Tilpums, l
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
Kop : 305 1,27 262,2
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Lai konstru tu kDNS bibliot ku (metožu sec ba 1. pielikum ), tr s atseviš os stobri os

tika li ti 0,5 g no katra StrepIITag (StrepIITag-1, 2 un 3) saturoš  vektora (š elts pa EcoR I 

un Hind III restrikcijas saitiem) un ~200ng kDNS. Pakojot rekombinant s T7 DNS paraugus, 

tika ieg tas ku a v ža kDNS ekspresijas bibliot kas, no kur m vien gi ar StrepIITag-2 

iez m t  bibliot ka (1,2·106pfu) ir izmantojama sistem tiskai antig nu mekl šanai, jo 

optim lais bibliot kas apjoms ir vismaz 1·106 un ar StrepIITag-1 un 3 iez m t s bibliot kas

neatbilst šim krit rijam. 

9. att ls. StrepIITag-1 (1.x.), 2 (2.x.) un 3 (3.x.) saturošu ku a v ža kDNS ekspresijas bibliot ku f gu PCR fragmentu 
anal ze agarozes g la elektrofor z .

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

Lai nov rt tu kDNS bibliot ku kvalit ti, no katras bibliot kas tika izdal ti asto i

rekombinantie f gi, un amplific ti kDNS insertu saturošie polilinkera rajoni, izmantojot PCR 

ar praimeriem, kas hibridiz jas abpus klon šanas saitiem. Elektrofor zes dati (9. att ls) 

par d ja, ka StrepIITag-1 saturoš s kDNS bibliot kas f gu polilinkera rajonu vid jais garums 

ir 490bp, StrepIITag-2 – 538bp un StrepIITag-3 – attiec gi 256bp, turkl t ~75% StrepIITag-3 

saturoš s kDNS bibliot kas un ~13% StrepIITag-2 saturoš s kDNS bibliot kas f gu, p c

amplific to polilinkera rajonu garuma spriežot (~200bp), kDNS insertu nesatur. Sekven šanai

tika emti septi i StrepIITag-1, visi StrepIITag-2 un divi Strep II Tag-3 saturoš s kDNS 

bibliot kas f gu amplific tie polilinkera rajoni. Sekven šanas rezult ti par d ja, ka pieci 

(71%) no septi iem sekvenc tajiem StrepIITag-1 saturoš s kDNS bibliot kas f gu polilinkera 

rajoniem satur pareizi ieli tu kDNS insertu, bet p r jos divos gad jumos polilinkera rajons 

vai nu insertu nesatur, vai ar  sekvence nav nolas ma. Strep II Tag-2 bibliot kas gad jum

pareizi ieli tu kDNS insertu satur vismaz septi i (88%) no asto iem kloniem, astot  T7 f ga

polilinkera rajona sekvence nebija nolas ma. kDNS insertu vid jie garumi p c sekven šanas

datiem ir 317bp ar StrepIITag-1 iez m tajai kDNS bibliot kai un 310bp ar StrepIITag-2 

iez m tajai kDNS bibliot kai. Savuk rt, ieg tie dati par Strep II Tag-3 saturošo kDNS 

bibliot ku nav reprezentat vi, jo sekven šanai tika emti tikai divi kloni, no kuriem pareizi 

ieli tu kDNS insertu satur ja tikai viens. Pilnas sekvences piem rs apl kojams 2. pielikum .
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4. SECIN JUMI

1. Tika izveidoti StrepIITag-1, 2 un 3 saturoši T7 f ga displeja vektori. 

2. Tika izstr d ta sistem tiskai antig nu mekl šanai izmantojama ar StrepIITag-2 iez m ta

ku a v ža kDNS ekspresijas bibliot ka.
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PIELIKUMS



1. Pielikums. Kuņģa vēža ekspresijas kDNS bibliotēkas konstruēšanas shēma

Koncent rāc i ju mēr ī šana ar
N a n o D r o p N D - 1 0 0 0
spektrofotometru

®

StrepIITagu otrās ķēdes sintēze

StrepIITagu liģēšana

Attīrīšana ar SpinClean PCR
attīrīšanas reaģentu komplektu

StrepIITagu restrikcija ar III
un I restriktāzēm

Hind

Not

DNS elektroforēze agarozes gēlā

Koncen t rāc i ju mēr ī šana ar
N a n o D r o p N D - 1 0 0 0
spektrofotometru

®

Koncen t rāc i ju mēr ī šana ar
N a n o D r o p N D - 1 0 0 0
spektrofotometru

®

Koncen t rāc i ju mēr ī šana ar
N a n o D r o p N D - 1 0 0 0
spektrofotometru

®

Ve k t o r a u n S t r e p I I T a g u
sagatavošana liģēšanai

Vektora un StrepIITagu liģēšana

RekombinantoT7 fāgu pakošana

Rekombinanto T7 fāgu titrēšana

Fāgu izolēšana

Polimerāzes ķēdes reakcija

Fāgu amplificēšana (šķidrā lizāta
metode)

T7 fāga DNS izolēšana ar
Stratagene īrīšanas
reaģentu komplektu

λ DNS att

T7 StrepIITag-vektoru restrikcija ar
III un RIHind Eco

Attīrīšana ar SpinClean PCR
attīrīšanas reaģentu komplektu

T 7 S e l e c t 1 0 - 3 b v e k t o r a
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Appendix 1. The scheme of constructing the gastric cancer’s cDNA library



2. pielikums. Ar Strep II Tag – 2 iez m t s ku a v ža kDNS bibliot kas kDNS satoroš
polilinkera rajona sekvences piem rs

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


