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Anotacija

Aptameri ir moderna zalu arstéSanas forma ar lielu potencialu, kas ieklauj sevi gan jaunas
diagnostikas iesp&jas, ta var tikt lietota ka zalu forma kurai piemit agonisma vai antagonisma
farmakologiskas pasibas pret receptoriem, vai aptaméri var tikt izmantoti ka Ipass zalu transports.
Aptameru iegliSanas un pétiSanas metodika ir loti daudzveidiga un vél aizvien uzlabojama, jo tai ir
daudz posmu, kurus ir iesp&jams modificét un pielagot izpetes vajadzibam, 1pasi interesanta ir ari
sekvencu datu apstrades dala, caur kuru no miljoniem sekvencu beigas, péc aptam&riem
nepiecieSamam 1paSibam — specifiskuma pret mérki, saistiSanas spgjas jeb afinitates ar merki,
oligonukleotidu stabilitates un citam ipasibam, tas tiek atlasitas un tikai tad tas var tikt sauktas par
aptamériem. Saja bakalaura darba més vélgjamies padzilinati izpétit un apskatit datu apstrades
iesp&jas, lai beigas panaktu atkartojamu rezultatu, ja tiktu izmantoti I1dzigi dati, $aja gadijuma no

pétitam sekvencem, kuras spetu internaliz&ties Stinas kodola.

Atslégas-vardi: Aptaméri, Stinu kodols, internalizétas sekvences, datu apstrade, DNS, high

throughput sequencing, HTS.



Summary

Aptamers are a modern drug form with a very high potential. It can be used in diagnostics,
as a drug itself (agonist or an antagonist) or it can be used as a drug delivery tool. Methods that are
used to acquire and to also study aptamers are very diverse and still are being improved, because
it has many steps between — starting with just a random sequence library and ending with the actual
end sequence which in the end can be called an aptamer. These steps can be modified and adjusted
to get the sequence that is wanted. Particularly interesting is data processing by which only a couple
out of million sequences are filtered out that have the wanted specific characteristics, such as a
high specificity against the target, high affinity with the target, structural stability and other specific
features that make aptamers a very favorable and promising potential drug class. In this work we
looked at data processing and what it can offer, also we completed data processing of existing data
and by using our methods, the results can be repeated.

Key-words: Aptamers, internalized sequences, cell nuclei, data processing, DNA, high

throughput sequencing, HTS.



Apziméjumi
HTS - high throughput sequencing
DNS - dezoksiribonukleinskabe
sSDNS - single-stranded DNS jeb viena-pavediena DNS
dsDNS - double-stranded DNS jeb divu-pavedieu DNS
cDNS - complimentary DNS jeb komplimentarais DNS pavediens
RNS - Ribonukleinskabe
SiRNS - silencing RNS
SELEX - systematic evolution of ligands by exponential enrichment
IgG1 - imunglobulins G1
PEGylation - polietilénglikolésana
HIV - cilveka imundeficita slimiba
PCR - polymerase chain reaction jeb polimerazes kédes reakciju
QC - quality control jeb kvalitates kotrole
IDE - integrated development environment
CPM - counts per million
FC - fold change
FDR - false discovery rate

att. - attéls
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levads

Aptameéri ir veidoti no nukleinskabju kédes (oligonukleotidi), kas parasti ir sakartoti RNS
kédes forma, ssDNS (single-stranded DNA) kédes forma, ka ari citu struktiiru un molekulu
aptaméri. Sts molekulas spgj saistities ar augstu afinitati un specifiskumu ar mérkstinu vai konkrétu
molekulu, vienlaicigi nesaistoties ar citam Siinam vai molekulam, kas tiesi padara aptamérus par
tik vertigiem potencialajiem terapeitiskajiem lidzekliem. Ir arT atrasti daudzi citi pielietojumi, kas
var tikt izmatoti lai atvieglotu cilvéku dzives ne tikai medicina, pieméram, ir izveidoti precizi

diagnostikas veidi pret mikotoksiniem (Wang, et al., 2011.).

Aptam@rus iegiist ar Ipasam selekcijas metodém, kur par pamatu atzita SELEX (systematic
evolution of ligands by exponential enrichment) metode, kurai veiktas daudz modifikacijas. Svarigi
ir atlasit aptam&rus pret konkrétiem mérkiem, kas ir iesp&jams izmantojot merki selekcijas metodes
laika.

Aptamérus biezi salidzina ar antivielu grupas zaleém, jo tas sp€j pildit Iidzigas funkcijas un ir
ar lidzigu definiciju, tas ir, ka svariga ir specifitate un afinitate, tomer salidzinot §is abas klases

savstarpgji, var noveérot gan daudz prieksrocibas, gan ari dazas nepilnibas, kas starp $Tm divam

grupam atSkiras (Chandola & Neerathilingam, 2019.).

Aptaméri vél ir salidzinosi jauna tehnologija, kas vél nav pilnvertigi izpétita, un visticamak,
veicot talakus pétfjumus, aptam@riem atradisies V&l neordinarakas un parsteidzoSakas

pielietojamibas iesp€jas daudzas sferas.

Darba mérkis: izstradat datu analizes algoritmu $tinas kodola internaliz€joSu aptaméru atlasei.

Darba uzdevumi:

1. izveidot komandu k&di, kas balstas uz vairakam programmam un pakotném, un veikt
komandu kédes izpildi, tadgjadi to parbaudot (svarigi lai ir ieglistami atkartojami rezultati);

2. veicot komandu k&di — vajadz€tu iegiit sekvences, kuras potenciali var€tu spéet
internaliz&ties mérka Stinas kodola;

3. padzilinati iepazit laboratoriju kas saistita ar miisdienigim metodém — precizak, tiesi datu

apstrades posmu.



1. Teoréetiskais pamatojums

1.1. Aptameri un to tipi

Aptameru galvena atSkiriba starp RNS un ssDNS ir stabilitate, kur RNS ir mazak stabils dél
ta, ka, veidojot nukleotidu k&di, ta struktiira ir reaktivas hidroksil (-OH") grupas 2’ ribozes gredzena
pozicija, kas atri spgj reducéties, zaudgjot tidenraza — H* atomu, tad&jadi kltstot nestabils, to var
samazinat, atnemot So, OH™ grupu. Parasti Siem RNS aptamériem ir veiktas dazadas struktiiralas
modifikacijas, tiesi lai uzlabotu to stabilitati. Vel svariga atSkiriba ir RNS nukleotidu strukttira, jo
aptamériem svariga ir ne tikai divdimensiala, bet vel svarigaka ir to trisdimensiala struktiira, $ada
zina RNS aptameri veido lielakas dazadibas struktiiras, kas ir noderigi lai iegiitu aptam@rus ar
augstaku specificitati un afinitati, tacu tiesi §1iemesla del ssDNS aptameéri tiek sintizeti ar garakam
nukleotidu sekvencém, lai arT butu §1 struktiiru dazadiba. Svarigs ir art selekcijas process, parasti
veikts ar SELEX (jeb no anglu valodas — systematic evolution of ligands by exponential
enrichment) un §is metodes dazadajam variacijam, kur ssDNS aptaméri ir &rtak atlasami par RNS,
jo metodes aiznem salidzino$i mazak laika (RNS aptamériem javeic reversa transkripcija, ka arf in
vitro transkripcija péc katras atlases cikla (jeb angliski round), kamér ssDNS aptamé&riem nav

vajadzibas veikt Sos papildus solus, kas ir ar ekonomiski izdevigak) (Zhu, et al., 2015.).

Interesanti, ka RNS un ssDNS aptameri var biit ar pilnigi atSkirigam sekvencém, jeb no citam
nukleotidu kombinacijam, un art citam lociSanas struktiiram, bet tapat Sie aptameri var saistities ar

to pasu mérki (Song, et al., 2012.).

Ir arT vél kads specifisks aptaméru tips — circular aptamer, jeb cirkularie aptaméri, kas ir gan
RNS, gan DNS tipa aptaméru paveids, kur parasti aptaméru struktiira biitu salocita trisdimensionala
kéde ar diviem galiem, ta vieta cirkulara aptameéra struktiira ir ar trisdimensionali salocita
nukleotidu k&de, bet §is kédes gali ir savienoti — veidojot aplveida struktiiru. Sie aptaméri ir ari
noveroti daba, dzivo organismu $tinas, un lidz galam nav izprasta So aplveida nukleotidu k&des
vajadziba vai nozime organisma funkcion&Sanai. Galvena cirkularas struktiras priekSrociba ir

stabilitate, ka arT sp&ja aizvien bt ar pietickami augstu specifitati (LI, et al., 2020.).

Zinams, ka aptameri ir daudzveidigi un ar lielu dazadibu starp to potencialajiem meérkiem,
kas arT ir aptaméru galvena priekSrociba, kuru nakotné varétu izmantot pat ikdieniSku darbu

izpildes atviegloSanai art tados veidos, kadus Sobrid zinatne vel nav atklajusi.



1.1.1. Aptaméru prieksrocibas un nepilnibas

Ieprieks jau tika minéts ka aptamérus biezi salidzina ar antivielu tipa zalém, So abu vielu
grupu poteciala pielietojuma deél, kas ir savstarpgji lidzigs. Aptamériem ir daudz prieksrocibas,
salidzinot ar antivielam, kas padara aptam@rus par potenciali loti svarigu nakotnes zalu grupu, ar
daudz un dazadam izmantoSanas iesp€&jam, ka ar1 Sobrid smagu diagnozu arstéSanai ar lielaku
efektivitati, salidzinot ar §1 briza zalém. Ka galvenas var pieminét: aptaméru mazais izmérs (ap 3
nm); loti maza imtinogenitate; sintézes, selekcijas, pavairosanas un modificéSanas vienkarsiba ar
ne tik daudz prasibam (piem&ram, temperatira, pH, utt.); maza razoSanas partiju atskiriba

(atkartojami rezultati); daudz plasaka mérku daudzveidiba (Chandola, Neerathilingam, 2019).

Tomér pastav arl problémas, ar kuram saskaras aptaméri, pieméram, tie ir salidzino$i
nestabili, un pret tiem $iinas un arpus tam — asins seruma, iedarbojas daudz dazadas nukleazes,
tadgjadi nemodificeti aptameri, ievaditi intravenozi, cilvéka organisma nevar izturét ne vairak ka
par desmit minditém, bet to ir iesp&jams uzlabot, tos modificgjot. Aptaméeri konjugéta forma ar
liposomam piesaista 1adéto proteinu dalinas seruma, veidojot agregacijas riskus un $ada forma var
pat kIt toksiski; §is pasas problémas ari var iespaidot aptaméru pielietojamibu, kvalitati un gala
efektivitati (Raouane, et al., 2012.). Protams, kur ir problémas, tur ar tiek atrasti risinajumi — dala

So problému jau ir atrisinatas, veicot uzlabojumus, modificgjot aptamerus.

1.1.2. Aptaméru modifikacijas un to ietekme

Aptaméru specifitate, afinitate un farmakologiskas ipaSibas, piemé&ram, agonisms vai
antagonisms uz proteinu, stabilitate u.c., ir atkarigas no aptaméru kimiskas struktiiras un
modifkacijam, ko aptameéros var ieviest, lai uzlabotu aptaméru potencialo efektivitati pret vélamo
mérki, ka arT lai ieglitu vélamas aptameéra ipasSibas. Pamata modifikacijam un specifisku 1pasibu
iegliSanai no aptamériem izmanto Ellington un Szostak 1990. gada rakstu, kura trisdimensionala
aptaméra formacija nosaka aptaméra specifiskumu, afinitati un saistisanos ar ligandu, kas rezulté
aptmera efektu. Aptaméru specifiskumu pret mérki un to afinitati var atlasit ar SELEX metodi un

augstaku afinitati var iegiit veicot atlases ciklus.

Aptaméru modifikacijas, ka iepriekS§ minéts, tiek izmantotas, lai iegiitu péc iesp&jas labaku

rezultatu no aptameériem. Zinams, ka aptameériem ir dazas problémas, kuras tiesi varétu izlabot



veicot labojumus oligonukleotidu sekvences. Galvenas aptaméru problémas: nestabilitate seruma,

nevélama ladeto proteinu piesaistisanas.

Aptameri saistas ar merki, parsvara aptaméeru elektrostatisko 1pasibu dél, veidojot kristalisku
strukturu, ka tas ir noverots aptamériem saistoties ar nuklearo faktoru (NF)-kB, bakterofagu MS2
kapsidu un asins plazmas enzimu — trombinu, bet ne visos gadijumos (Adachi and Nakamura,
2019.). Ir noverots, ka aptamérs, kas tika atlasits ka specifisks pret IgG1, precizak, Fc doménu,
saistijas neitrala doména vieta, tatad saistiSanas nenotika elektrostatiski, bet ticams ka ta notiek ar
vajaku speku ietekmé, pieméram, tidenrazu saites, hidrofobie sp&ki, bet saistiSanas spgja tika

novérota ka loti stipra (Nomura, et al., 2010.).

Gadas, ka aptaméri saistas ari ne ar mérki jeb ir novéroti false-positive rezultati. Labs piemérs
bitu Mina, et al., 2009. raksts, kur tiek pétits aptamers, kas sp&j diagnosticét arséna klatbitni, bet
diemzel petijuma ir radusies klida un rezultats tagad ir pieradits ka falSs. P&tnieki nebija kartigi
veiku$i parbaudes - sekvencésana un sekven¢u dimensionalas ietekmes, utt. Izradas ka veicot
aptam@ru mekléSanu tika izmantota aparatiira, kas veido zelta nanodalinu artifaktus, kas attiecigi
norada uz nepatiesu pozitivo rezultatu. Sadas kliidas ir bistamas ne tikai tapéc, ka nepareizs
radijums var novest pie daudzu cilvéku saindé$anas, bet ari apdraudét dzivibas. Tapéc, ja
iesp&jams, kltidas ir obligati jamégina noverst, jo ir miisdienas jau ir izgudroti daudz veidi, ka veikt

sekvencu analizi un veikt kvalitativas parbaudes (Zong & Liu, 2019.).

Nestabilitate seruma tiek novérota divu faktoru d€l: nukleazu iespaids uz nukleotidu
sekvencém, tas degradgjot; un renala filtracija. Sos faktorus var iespaidot, mainot jeb modificgjot
aptamérus. Nukleazes var “apmanit” veicot izmainas aptaméru sekvencu mugurkaula, precizak
ribozes 2°-OH grupu aizvietojot ar 2°-F vai 2’-NH2 grupam. Tika novérots, ka visstabilakie bija
aptameéri, kas modificéti tikai ar 2’-NH2 grupam (ievietoti seruma, tie iztur€ja ap 2 nedélam), talak
sekoja aptaméri ar 2°-F grupu modifikaciju (tie izturgja 3-4 dienas), bet vismazako stabilitates
uzlabojumu novéroja mikséti modific€tos aptaméros (novérotais uzlabojums bija 1,5 dienas).
Renalo filtracijas atrumu aptamériem var samazinat palielinot molekulas masu, veicot uz to

PEGylation jeb kovolenti pievienojot polietilénglikola molekulu aptaméram (Adler, et al., 2008.).



1.2. Aptameru pirmsakums

Aptameri jau tiek pétiti peédéjos 30 gadus, un ir zinams, ka tiem piemit augsta specificitate
un afinitate uz noteiktiem mérkiem, pieme&ram, §inam un to protetniem (gan $iinas iekSpuse, gan
arpusg), ka arT uz Sinas DNS, kas atrodas kodola. Pats pirmais p&tijums bija balstits uz 1980. gada
veikto HIV un adenovirusu izpéti, kur uzzinaja ka $ie virusi ir veidoti no nukleinskabu keditem,
gluzi ka RNS, un ir spgjigi noklut specifiska vieta, precizak, nokliit uz specifisku mérka Siinu,
pieméram, HIV virusam ir izveidojusies 1sa, strukturiz€ta RNS kéde, ko sauc par HIV TAR
elementu, kas spgj saistities viralajam proteinam tat un $tinas proteinam ciklins T1, kas atrodas uz
im@n$anam, lai kontrolétu viralo génu replikaciju un ekspresiju. Sadi novérojumi noveda
zinatniekus uz domu par iesp&ju izmantot $adas RNS ké&des lai arstétu slimibas, ieskaitot ar1 §adus
virusus. 10 gadus velak, 1990. gada tika veikts p&tijums, kas apstiprinaja iesp&jamibu sintezet 1sas
RN sekvences, kuras varétu izmantot terapeitiskiem noliikiem. Sis — otrais pétfjums, bija saistits

ar HIV virusa arstéSanas iesp&jam (Dollins, et al., 2008.).

Sekojot Siem diviem 1990. gada veiktajiem pétijumiem, kad ari tika atklata RNS sekvences
priekSrociba un iespg&jamais pielietojums terapeitisku merku sasniegSanai, tika izstradata Siinu

SELEX metode.

ST metode ir perfekts piemérs, ka erti iegat un izfiltrét milzigu daudzumu aptaméru
izmantojot to specificitati un afinitati uz mérka $tinu vai citu mérka elementu. Caur SELEX var
iegit milzigas datu bibliotekas ar RNS un DNS, kuri ir potenciali atbilstoS$i un ar augstu
specifiskumu un afinitati tieSajam mérkim un nesaistas ar citam §inam ($Ts Tpasibas atlasa ar Ipasam
metodém). SELEX kop§ atklasanas briza izmanto vel aizvien, tikai uzlabota un/vai modificeta

veida, lai izfiltrétu jaunus aptamérus (Dollins, et al., 2008.).

1.3. PCR

PCR - polymerase chain reaction, kas latviski tulkojuma tiek saukta par polimerazes kédes
reakciju. Sis metodes mérkis ir pavairot jeb amplificét DNS sekvences un specifiskus DNS
sekvencu regionus. Janem véra, par cik PCR metodg strada ar nukleotidu k€dém — ir daudz svarigu
faktoru, kas var ietekmét sekvencu struktiiru, un citas farmakologiskas un fiziokimiskas Tpasibas
(runajot par aptaméru selekcijas metodi). Miisdienas Sos faktorus aprékina un paredz ipasi datoru

algoritmi.
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Pamata PCR metode sastav no Cetriem soliem: (1.) pirmapstrade — dsSDNS (divu pavedienu
DNS) parveidosana par ssDNS (viena pavediena DNS), tad paraugu uzkars€ un tad atdzese —
tadgjadi pievieno praimerus; (2.) maisiSana un centrifugéSana; (3.) amplifikacija — notiek ar
polimerazu palidzibu, tai ir nepiecieSami 1pasi apstakli — praimeri (5 un 3’ sekveces gald) un silta
temperattra (ap 70 °C); (4.) amplifikacijas rezultatu novértéSana — datu apstrade (Sigma-Aldrich,
2020.).

1.4. SELEX

SELEX ir loti svariga un parociga metode, ar kuras palidzibu viegli un salidzinosi atri var
atklat un izfiltrét milzigus daudzumus aptaméru. (SELEX metode parskatama 1.4.1 att..). Parasti
tiek apstradats ap 10'*-10'° aptaméru, kas ir sakotn&ji nejausas 30-100 nukleotidu garas sekvences,
kuru sintéze ir standartizéta un atkartojama. Sis sekvences ievieto kop&ja inkubéta trauka ar
mérkSiinam vai mérka molekulam. Tad lauj notikt aptam@ru saistiSanas reakcijam ar Siinam vai
molekulam, un tas atdala no pargjam, kas nav saistijusas. So procesu sauc par pozitivo atlasisanu,
jo tiek atlasiti aptameri, kuri ir sp&jigi saistities ar pietiekamu afinitati - mérkim. Pastav ar1 negativa
atlase, kura tiek izmantota, lai, pret€ji pozitivajai atlasei, atlasttu aptamérus kas nesaistas ar merki,
un kad $os oligonukleotidus noskalo jeb no tiem atbrivojas, paliek piesaistijusies aptaméri. Sis
izfiltrétas, saistities sp&jigas nukleotidu k&des kalpo par pamatu jaunam bibliotekam, un tas tiek
pavairinatas jeb amplificétas, ko veic ar PCR. Galvena SELEX prieksrociba ir iesp&ja metodes
laika ka meérki izmantot dzivas Siinas, jo ta var precizak imitét un veikt petijjumus pec iesp€jas
lidzigakai videi, kada ir organisma. Noderigi ari tas, ka ar o metodi par mérki ir iesp&jams izmantot
molekulas, kas ir paris atomu lieluma, lidz pat multidloménu proteiniem un veselam §inam
(Ohuchi, 2012.).
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1.4.1. att. SELEX metode, (redigéts). ST ir pamata metode, kuras soli pamata biis lidzigi visam
§is metodes “atvaseém” jeb modificétajam SELEX metodém. Randomizétas ssDNS (single-
stranded DNS) sekvences ar praimeriem 5’ un 3’ galos tiek inkubétas kopa ar mérki (mérkis var
biit gandriz jebkas — sakot no mazam molekulam, proteiniem, Iidz pat veselam §tinam), kur pret
merki afinitivi saistities sp&jigas sekvences saistas ar mérki, bet tas kuras nespgj, tiek likvidétas jeb
aizvaktas. Piesaistijusas sekvences talak tiek atlasitas un amplific€tas. Gala rezultata notiek
sekvencésana un ssDNS bibliotékas regeneracija (Soreiz jau ar mérki saistities sp&jigu sekvencu
bis vairak, ka ieprieks. Sadi atlases cikli tiek veikti vairakas reizes, ta nodrosinot sekvendu afinitati

un sava zina ari specifiskumu (kas saistas ar noteikto mérki) (Mehta, et al., 2012.).

SELEX var tikt veikts gan in vivo, gan in vitro, ar to domats, ka §1 aptaméru selekcija var
notikt gan uz mérkiem, kas ir dzivos organismos, ka pieméram aptameri, kas tiek injecéti dziva
zurka (in vivo), gan uz mérkiem, kas atrodas, piem&ram petri trauka, kuri var but dzivas $iinas,
proteini vai pat molekulas. In vivo ir salidzino$i sarezgitaka un komplicétaka selekcijas metode,
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galvenokart jo aptamé@ru iegiiSana ir salidzinoSi bistamaka — jaiegiist mérka Siinas, uz kuram ir
piesaistijusies aptaméri, ta lai netiktu bojati iegiitie paraugi, ka arT $adas procediiras atkartoSana ir

laikietilpigaka (Doria-Rose & Vogt, 1998.).

Peéc SELEX metodes izmantoSanas, kas parasti ieklauj vairakus atlases ciklus (dazviet
mingéts, ka tiek veikti Iidz pat 20 cikli), tiek iegiti jeb izfiltréti vairaki aptaméri ar vajadzigo afinitati
un specifiskumu uz mérki. Loti labi, ka §1 metode ir modificéjama, lai pielagotos aptaméra

terapeitiskajam, diagnostikas vai cita veida pielietojumam.

Svarigi pieminét, ka SELEX metodei ir daudz dazadu variaciju, kas ir modifictas no pamata
SELEX metodes, lai varétu ertak veikt aptam@ru selekciju, attiecigi aptam&ru prasibam. Ka
nozimigakos piemérus var pieminét, (1.) Cell-SELEX, (2.) Capillary Electrophoresis-SELEX (jeb
CE-SELEX) (kapilaras elektroforézes SELEX), (3.) rapid-SELEX, (4.) microfluidic SELEX, (5.)
Magnetic Bead-SELEX, (6.) SPR-SELEX (angliski - surface plasmon resonance SELEX jeb

latviski - virsmas plazmonu rezonanses SELEX).

1.4.1. Cell-SELEX

Cell-SELEX, kas latviski tiek saukts par sinu-SELEX. Metodes gaita attélota 1.4.1.1. att.
Galvenas izteiktas pazimes jeb ipasibas ir, ka merkis ir §Gnas proteini, kas atrodas uz vai ieksa
dziva $iina; otra 1pasiba ir tada, ka tiek veikta gan pozitiva selekcija, kura ir $tinas ar ekspresétu
meérk-proteinu (citi proteini ir “aizvakti”, tatad Stinas ir modific€tas), gan negativa selekcija, kura
izmanto tada pasa veida Stnas, tikai §im $Gnam nav mérk-proteina, tadgjadi nespecifiskas
nukleotidu k&des tiek atlasitas un netiek talak uz PCR pavairoSanu jeb amplifikaciju. Pozitiva atlase
paredzgta, lai atlasitu aptamérus ar péc iesp&jas augstaku afinitati, un negativa atlase lauj atlasit

aptamérus ar péc iespgjas augstaku specifiskumu pret merki (Ohuchi, 2012.).

Cell-SELEX metodei lidziga ir Cell-internalization SELEX. Sis metodes pamata ir Cell-
SELEX, bet tas gaita ir izmainita jeb metode ir modificéta, lai to var izmantot internalizétu
aptaméru iegliSanai. Metodes gaita internaliz€tu sekvencu iegiSanai att€lota 1.4.1.2. att. Galvena
atSkiriba no Cell-SELEX ir, ka veicot internalizéto sekvencu atlasi, netiek atlasitas sekvences - kas
nav saistjjusas ar stinas membranas proteiniem, un ar sekvences - kas ir saistijusas ar $iinas
membranas proteiniem, bet nav veiksmigi internaliz€jusas Stuna. Pargjas darbibas norisinas tapat
ka Cell-SELEX (Thiel et al., 2015).
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1.4.1.1. att.,, Cell-SELEX metode (redigéts). Cell-SELEX metodes pamata ir iepriek§ jau
pieminéta SELEX metode, tikai §1 metode ir modificéta jeb mainita, lai atlasttu aptamérus, kuri
specifiski saistas ar specifiskiem Stinu membranu proteiniem. Sakuma randomizé€ta biblioteka
(tadai pasai ka lielakajai dalai citu SELEX metozu) iziet negativajai selekcijai, kur biblioteka tiek
inkubgta ar ne-mérka Stinu — Soreiz piesaistijusas sekvences tiek aizvaktas, bet nepiesaistijusas
sekvences tiek atlasitas un atkal tiek inkubétas, bet Soreiz ar §tinu uz kuras atrodas mérka proteins.
Piesaistijusas sekvences tiek atlasitas un uz tam tiek veikta amplifikacija, kamér sekvences kas

atkal nepiesaistas — tiek likvidétas (So sauc par pozitivo selekciju (Ohuchi, 2012.).
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1.4.1.2. att., internalizétu sekven¢u atlase izmantojot Cell-SELEX (redigéts). Saja attéla tiek
att€lota Cell-SELEX metode, kur specifiski tiek atlasitas sekvences, kas ir sp&jigas saistities un
internalizeties jeb iekliit merka Stina. Galvena atskiriba no parastajam sekvencém — likvidetas tiek
visas sekvences, kuras ir internaliz&jusas ar mérka Stnu (pozitivas selekcijas laika) (Thiel, et al.,

2015.).

1.4.2. Capture SELEX

Ieprieks jau tika minéts, ka SELEX kopuma ir loti svariga un parociga metode, bet tai ir ar1
savas problémas un ierobezojumi, kas ietekmé& aptaméru atlases pilnvertigu izmantoSanu. Ka
galveno no problémam — sekvenéu imobilizaciju, kas tiek veikta ekstrému faktoru apstaklos, un
var pat denaturét oligonukleotidu kédes, pieméram, pH, $kidinataju ietekme un citi faktori, kas var
letekmét sekvences, pat pirms ir sakta selekcija, tadgjadi butiski ietekm&jot bibliotekas, kuras
legiist veicot So metodi, padarot sekvences nepilnigas un pat ar samazinatu specifiskumu un
afinitati pret mérki. Sekvences, $adu apstaklu klatbuitng, var ari zaudét sp&ju saistities ar linker
molekulu (pieméram biotina molekulu), kas piesaista sekvences, pieméram, matricas, lai uz tam
varétu veikt PCR un citas SELEX metodes procediiras (Boussebayle, et al., 2019.). Pasas metodes

pamata, protams, aizvien ir SELEX metodes princips, bet ta ir izmainita jeb pielagota, lai
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samazinatu tieSi So imobilizacijas soli un samazinatu negativos faktorus, kas ietekme

oligonukleotidu sekvences.
(Metodes gaita att€lota 1.4.2.1. att.) Ir tris galvenas atSkiribas no citam SELEX metodém:

Sis metodes pirma atskiriba ir sekvenéu biblioteka, kas nav vienkar$as sekvences, ar
konstantam praimeru piesaistiSanas dalam 5’ un 3’ galos (paredzetas PCR pavairoSanai), bet vél pa
vidu, randomiz&tajai sekvences dalai, ir pievienota “docking” dala, kas nodroSina metodes
izpildiSanos, tatad ir 5° gals, kur ir praimeru piesaistiSanas sekvences dala, tai seko Cetrdesmit
nukleotidus gara randomizéta sekvence, tad $1 “docking” dala, otra randomizéta nukleotidu dala,

kura ir desmit nukleotidiem gara, un gala 3’ gala “primer” sekvence.

Otra atskiriba no pargjam SELEX metodem ir imobilizacijas procesa — sekvences talak tiek
savienotas “docking” dala ar capture nukleotidu, kas atbild par talaku saistiSanos ar “magnetic
beads” jeb magnétiskajam loditém, kas kalpo ka sekvencu imobilizacija izmantotas matricas

aizvietotajs. Nesaistijusas sekvences aizskalo no parauga, paliek tikai imobiliz&tas sekvences.

Tresa atskiriba ir, ka paraugam, kas satur imobilizétas sekvences, tick pievienots mérkis
(parasti SELEX metodg, sekvencu biblioteku pievieno mérki saturoSajam paraugam). Sekvences,
kas ir sp€jigas saistities ar mé&rki, atsaistas no capture nukleotida dalas (to atstdjam piesaistitu ar

magnétisko loditi) un piesaistas pie mérka.
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1.4.2.1. att. Capture SELEX metodes gaita (redigéts). Attélota capture SELEX metode, kuras

ipasas vairaku iemeslu dél, bet ka galveno var nosaukt — 1paSo sekvencu uzbiivi, kuras sastada
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randomizéto bibliotéku (5’ gala praimeris, kam seko 40 nukleotidu gara randomizéta sekvence, tad
pa vidu Docking sekvence, kas nodrosina imobilizaciju, kas neietekmé sekvenci tik loti, ka citu
SELEX metozu imobilizacijas metodes, tai seko otra randomizéta sekvences dala, kas ir desmit
nukleotidus gara, beigas tai pievienots 3’ gala praimeris). Sekvences savieno iepriek§ jau
pieminétaja docking dala ar capture-nukleotidu — notiek hibridizacija, un jaunizveidojusies
hibridmolekula pievienojas pie vienas no magnétiskajam loditém, pie kuras pievienojas ari vél citas
Sadas hibridmolekulu sekvences. Nakamais solis ir mérka pievienosana imobilizétajam sekvencém,
kas ir arT pret&ji citam SELEX sekvencém, kuras parasti pievieno sekvencu biblioteku mérkim.
Saistities spé&jigas (pret mérki specifiskas sekvences saistas ar merki vienlaicigi atdaloties no
capture nukleotida, kas paliek pie magnétiskas lodites. Tad §1s sekvences, kuras saistijusas ar mérki
un vienlaicigi atdalijjusas no capture nukleotida tiek atlasitas, sekvenc€tas un amplificétas

(Boussebayle, et al., 2019.).
1.5. Aptameéri un to pielietojums

Pateicoties SELEX ir iesp&jams iegit lielu variaciju aptameériem, un tadejadi palielinot
specificitati un aptaméru pielietojumu. Sobrid aptamérus var pielietot daudzveidigi, iegiistot
dazadus rezultatus. Piemeru ir daudz, bet svarigi ir uzskaitit galvenos aptaméru pielietoSanas celus,

ka ar paradit to pielietojumu daudzveidibu un, iesp&jams, pat spekulét par nakotnes iesp&jam.

Sobrid pasaulé ir izsludinata slimibas Covid-19 pandémija un ir problematiski veikt testésanu
pietiekami atri un efektivi (ekonomiski un pé&c iespgjas vienkarsaka veida), lai diagnosticétu
slimibas klatblitni pacientos. lesp&ju izmantot aptamérus, kas saistiti kopa ar fluoriscgjosu
modifikaciju, kas zem ultravioletas gaismas fluorisc€, un at$kiriba no krasas var noteikt vai
rezultats ir negativs — aptamérs nav saistijies ar mérki, vai rezultats ir pozitivs — aptameérs ir
saistijies ar mérki. Sis ir misdienu augstakais sasniegums, nemot véra cik atri 1 diagnosticésanas
metode tika izstradata (kops slimiba tika atklata). So metodi sauc par Mango, izteikto krasu dél,

kas novérojamas veicot metodi (Cawte, Unrau and Rueda, 2020).

Izradas, ka aptaméri jau ir atrodami dzivos organismos, tie atrodami veidojumos, ko sauc par
riboswitch — RNS sekvence, kas ir ka sastavdala mRNS (matricas jeb informacijas RNS) kuru
nolasa ribosoma, lai veiktu jaunu proteinu sintézi, $1 sekvence spgj “ieslégt” vai “izslégt” génus,
kas ir uz noteiktas mRNS, ja tai piesaistas noteikta molekula, $adi veicot auto-regulaciju. Sos
riboswitches var art modificét, lai tos izmantotu diagnostika, vai arT laboratorijas pétijumos, varbiit

ar laiku $is atklajums bus praktiski izmantojams citas biokimijas apak$nozarés (Bédard, et al.,
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2020.). You, et al., 2015. gada publicétaja raksta min&ts ipatngjs pielietojums, kur So riboswitch
modifice ta, lai tas saistoties ar ligandu mainitu struktiiru un saktu radit signalu, kas ir nolasams ar

1pasam metodem.

Atromdami ari alternativi veidi, kas uzlabo cilvéku dzives kvalitati un palielina drosibu,
piemé&ram, Zhu, et al., 2018. gada raksta minéts, ka séniSu producéta aflatoksina, kas ir loti bistams
cilvékiem, un it pasi ietekmé& bérnus, klatbiitni graudos var viegli un 1sa laika identificét ar

aptaméru palidzibu, tada veida izglabjot daudz cilvéku dzivibu.

Aptaméri Sobrid tiek izmatoti arstnieciskiem terapijas mérkiem — gan ka transports, kas
transport€ zalu vielu, kas piesaistita tam, piem&ram, kimijterapija (Dou et al., 2018), gan arT ka
tieSas zales, kas saistas ar receptoriem ka agonists vai antagonists, vai ietekme organismu un $tinas
citos veidos (Shahid, et al., 2017.). Sobrid §ada veida pielietojums un ari diagnostikas méerki ir
galvenie interesgjosie aptaméru nakotnes pielietojuma veidi, kuros sagaidams vislielakais

potencials.
1.6. IntenalizéjoSi aptameri

Internalizacija $tna notiek, ja aptame@rs saistas ar mérka proteinu, kas atrodas uz Stnas
membranas. P&c saistiSanas ar proteinu tas ieklist Stina un var veikt attiecigo funkciju, dél kuras
tika radits, pieméram, atbrivoties no sev piesaistita siRNS (silencing RNA) vai zalu vielas, kas
uzsak savu darbibu, tadgjadi ietekmgjot tikai tas Stinas, kuram uz membranas ir noteiktais proteins,

tadgjadi nodrosinot specifiskumu un drosaku zalu lietosanu (Thiel, et al., 2015.).

Ka pieméru var nosaukt prostatas véza Stinu specifisku aptameéru, precizak, tas ir specifisks
uz antigénu, kas atrodas tikai uz prostatas véza $tnu virsmas (specifiskuma nodro$inatajs ka
merkis), tad §im aptaméram tika pievienota doksorubicina molekula, kas $ada kombinacija dosies
tieSi uz prostatas véza $tinam, kuras internaliz€jas endocitozes cela. Kad doksorubicina molekula,
kas saistita ar aptaméra sekvenci iekliist §iina, ta tiek atdalita no aptaméra sekvences un aktivizgjas,
tadgjadi iznicinot v&za §linu caur apoptozes celu, un neietekmgjot veselas prostatas Stnas (Min, et

al., 2011.).
1.7. Aptameri klinika

Aptameri Sobrid jau tiek lietoti lai arstétu dazadas patalogijas, ka ar1 Sobrid ir vairakas zales,

kas jau tiek pétitas kliniskajos p&tijumos. Pats pirmais apstiprinatais (gan Eiropas Savieniba, gan
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Amerikas Savienotajas Valstis) un klinika izmantotais medikaments, kas ir aptamers, ir pegaptanib
(tirdzniecibas nosaukums — Macugen), ko izstradaja Eyetech Pharmaceuticals un Pfizer. To
izmanto neovaskularas (mitras), ar vecumu saistitas makulas degeneracijas. ST aptaméra mérkis ir
vaskulara endotélija augSanas faktora inhibicija (M.D. Gragoudas et al., 2004). Pegatanib ir 28
nukleotido bazu gar§ RNS oligonukleotids, kam kovalenti piesaistitas divas polietilénglikola
grupas jeb, var teikt ka, veikta PEGylation modifikacija, kas nodro$ina labaku stabilitati seruma
(Kourlas, Schiller, 2006.).

1.8. Paslaik lietotie analizu riki (kas tiek lietoti lai analizétu datus)
1.8.1. Sekvencu sekvencéSana

1.8.1.1. Sanger sekvencésanas metode

Pirma veiksmiga un daudzviet pasaules laboratorijas izmantota sekvencéSanas metode bija
Sanger sekvencésana, kas nosaukta metodes raditaja Frederika Sangera (Frederick Sanger) varda.
Pateicoties Sangera metodei tika raditas un attistitas jaunas - efektivakas, 1€takas un atrakas
metodes, kas ir padarijusas sekvencéSanu viegli pielietojamu un par dalu no daudzam citam

kompleksam metodém, it ipasi aptaméru selekcija.

ST metode balstas uz etriem soliem: (1.) DNS ekstrakcija un atskaidfjuma (jeb DNS
sadaliSana par ssDNS); (2.) PCR — So ssDNS pavairoSana, lai varétu veikt talakus solus; (3.)
pavairoto sekvencu purifikacija no PCR produktiem, kas var traucét un samazinat DNS kvalitati
talakai apstradei; (4.) DNS sekvencéSsana — DNS fragmentus sekvencé ar ipaSu metodi, kur
sekvencém tiek pievienoti 1pasi bazu pari — katram $adam 1pasajam nukleotidam ir savas krasas
molekula, kas pretgjai bazei piesaistoties kimiski izreagé un izdala specifisku gaismas signalu, ko
nolasa Tpasais sensors jeb jiitiga kamera, kas sp€j nolasit vienlaicigi milzigu daudzumu $adu signalu
vienlaicigi, tad sekvences saskiro péc to izmériem (izmanto elektroforézi), tad rezultatus apstrada

saliekot DNS fragmentus kopa, Iidz tiek iegtta pilna sekvence (Carpente, et al., 2019.).

1.8.1.2. Augstas veiktspéjas sekvencésanas metodes izmanto$ana

aptameéru atlasei

Augstas veiktsp&jas sekvencésana jeb, no anglu valodas, high throughput sequencing, ir
metode, kuru izmato nukleotidu sekvenc&$anai noteiktas sekvences, pieméram cilvéka DNS

sekvencesanai, aptaméru sekvencu sekvenc@Sanai. Aptaméru selekcijas veikSana So metodi
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izmanto starp katru atlases ciklu SELEX metodé. To dara lai novérotu sekvencéSanas gaitu,
tadgjadi laicigi, jau pirmajos atlases ciklos, sp&tu identificét uz mérki visspecifiskakos aptameérus,
ar augstako saistiSanas sp&ju, vai izsekotu lidzi vispargjai SELEX metodes gaitai; lai dzilak izprastu
- SELEX metodes procesus un uzlabotu selekcijas efektivitati, aptameru-mérku saistiSanos un citas

savstarpéjas ipasibas (Guo, et al., 2014.).
1.8.2. SekvencésSanas iekartas

Gan short-read, gan long-read cDNS (complimentaryDNS jeb komplimentarais DNS
pavediens) sekvencéSanas metodes sastav no lidzigiem izpildes punktiem, bet visas metodg@s ir
adaptoru pievienoSana sekvencém, un visu metozu rezultati ir atkarigi no paraugu kvalitates un

datu, paraugu apstrades gan pirms sekvencéSanas veikSanas, gan p&c tas, apstradajot sekvencu
bibliotekas (Stark, et al., 2019.).

Illumina workflow sekvencétajs — $1 ierice veic nakamas paaudzes (next-generation)
sekvencéSanu uz ieprieks apstradatu biblioteku, kura jau ir izol€tas un attiritas sekvences, kuras
talak veidos biblioteku, ka ar1 RNS sekvences ir japarveido par cDNS sekvencém (ar reverso
transkriptazi), un vél strukturali ietekmétas sekvences tiek, tam pievienojot praimerus 3’ un 5’
galos, lai varétu veikt PCR pavairo$anu. Svarigi, lai tiktu veikta kvalitates kontrole, pirms sak veikt

sekvencéSanu, pieméram ultravioletas spektrometrijas izmantoSana tiribas noteikSanai.

Talak seko klasteru veidosana, kura sekvences (SSDNS) tiek piesaistitas ar likeru molekulam
un pavairotas ar sekvencu polimerazi, tad€jadi nodroSinot talakas sekvences pavairoSanu

sekvencésanai, $1 dala notiek automatiski, bez cilvéka palidzibas (Stark, et al, 2019.).

Tad nakamais solis ir sekvencesana. Illumina workflow sekvencétajs izmanto flow cell jeb
platnites, uz kuram ir izveidoti un izvietoti iepriek§ min&tie sekvencu klasteri, kas tiek nolasiti
izmantojot Tpasu nukleotidu pievienosanu. Sie nukleotidi ir Tpadi ar to, ka tiem ir piesaistita
fluoriscgjosa molekula, kas nukleotidam saistoties ar pret&jo nukleotidu bazi sekvencg, kura tiek
sekvenceta, kimiskas reakcijas rezultata iespidas — radot nolasamu, ipaSu signalu, kuru uztver
iekarta, attiecigajam signalam iespidoties, un atzimé sekvencé nakamo nukleotidu bazi (ar C vai T,
vai G, vai A burtu). Sadi tiek iegiti vairaki sekvendu fragmenti, kas talak tiek apstradati datu
analiz€, lai no So sekvencu fragmentiem izveidotu Kopgjo sekvenci. Japiemin, ka katru reizi kad
fragments ir nolasits no 5’ gala uz 3’ galu, So fragmentu aizskalo, un nakama sekvencéSanas reize

tiek veikta otradak (no 3’ uz 5’ sekvences galu), $adu metodi sauc par paired-end sekvencésanu.
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Un, protams, pasas beigas ir datu apstrade, kur Sie sekvencu fragmenti tiek saparoti un salikti
kopa, reversie lastjumi kopa ar ne-reversajiem, gala veidojot kop&ju, vienu sekvenci, gluzi ka
saliekot puzles gabalinus lai veidotu vienu attelu, tikai parasti rezultata nav viena sekvence bet ap
miljoniem sekvencu, kuras jaapstrada vél talak, lai uzzinatu sekvencéu potencialo efektu, lai sauktu
kadu no tam par aptaméru (Illumina Inc., 2020.). Sekvences var biit no 50 lidz 500 bazu pariem
garas (Stark, et al., 2019.).
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2. Laboratorija

2.1. Izmantotas metodes un materiali

Pirms darba izpildes jasagatavo programmatiira: Ubuntu 20.04 LTS release on Windows
(talak Ubuntu); Anaconda for Python 3.7 (talak Anaconda); Cutadapt v2.10 (talak Cutadapt);
fastQC 0.11.9 (talak fastQC); FASTAptamer v1.0.14 (talak FASTApteamer); R version 4.0.0
(talak R); RStudio Desktop 1.2.5042 (talak RStudio).

2.1.1. Sakotnéja datu apstrade

Sakotng&jai datu ievadei izmantots .fastq standarta fails, kas sekvencéS$anas rezultata iegiits,
izmantojot Illumina MiSeq augstas veiktsp&jas sekvencésanas iekartu. Dati tiek apstradati Ubuntu
terminali, ta lai tos var analizét talak, RStudio programma. Lai tos var€tu apstradat bis
nepiecieSamas dazas papildus programmas un pakotnes (angliski packages), ar kuram, p&c pareizas
izmatoSanas secibas un pareizajam komandu virkném var iegiit nolasamus datus, kurus vargs talak

analizgt.
Sis programmas ir: fastQC; cutadapt; FASTApteamer.

FastQC — ir programma, kuru izmanto uzreiz péc sekvencéSanas paveikSanas, ieglistot
pirmos datus. Tas pamata funkcija ir kvalitates kontroles veik§ana (var noprast no nosaukuma -
“QC” dalas, kas simbolizé no anglu valodas quality control jeb kvalitates kontrole). ST programma
apstradajot iegiitos sekvenc€Sanas datus, norada uz nepilnibam, kuras ieviesusas bibliotekas

veidosanas, apstrades un sekvencéSanas procesa (Andrews, 2010.).

Péc sekvencesanas iegitie faili ir “.gz” formata, kurus nepiecieSams apstradat — S§1
programma ir pirma, kas veic datu apstradi — veicot kvalitates kontroli uz tiem. Rezultata tika iegtiti
faili kas ir mainijusi formatu uz “.fasq” un ir parbauditi, un izfiltréti. Kopa no divpadsmit failiem,

aizvien ir divpadsmit, un $is skaits nesamazinasies 1idz pat sakotngjas apstrades beigam.

Cutadapt — ir nakama programma, kas atlasa sekvences, kuram péc sekvencéSanas ir
nolasiti, ieprieks, bibliotekas sagatavosanas laika, pievienotie praimeri jeb adapteri 3’ un 5’ galos.
Ar So programmu iesp€jams, ka jau iepriek§ minéts, atlasit §1s sekvences un no tam nonemt
adapterus — konstantas sekvenc¢u dalas, lai dati biitu vienkarsak apstradajami un sekvencém, kuras
ir ar meklétajam biologiskajam ipasibam, varétu nolasit bez, visas oligonukleotidu k&dés

konstantajam, praimeru sekvencém (Marcel, 2011.).
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Palaizot programmu caur Ubuntu terminali, ta apstrada failus visus divpadsmit failus, atdalot
adapterus no 5’ un 3’ gala un izfiltr&jot zemas kvalitates bazes no Siem galiem. Programma veicot
atlasi un adapteru atdaliSanu izveido zinojuma failu “report”, kur var parskatit dazadu informaciju
par veikto aptaméru atlasi jeb izfiltréSanu caur So programmu, ka galvena nolasama informacija,

ko var nolasit §aja zinojuma faila ir sekojosa:

=== Summary ===
1. Total reads processed: 1,365,266
2. Reads with adapters: 1,076,323 (78.8%)

3. Reads written (passing filters): 1,365,266 (100.0%)

4. Total basepairs processed: 206,155,166 bp
5. Quality-trimmed: 28,849,574 bp (14.0%)
6. Total written (filtered): 60,689,376 bp (29.4%)

(Zinojuma faila redzama informacija nemta no veiktas analizes faila “ f_rna_1_1.fastq” (fails
kas iegiits péc fastQC programmas datu apstrades), $is ir viens no visiem divpadsmit sadiem

failiem, uz kuriem arf tika veikta $ada apstrade.)

FASTAptamer — programma ir pedgja, kura izmantota primaraja datu apstrades dala. Tas
pamata funkcijas un izpildes mérki ir iepriek§ min€to programmu atlasito datu apstrade un
sakartoSana, talakai lietoSanai. Ta veic vienkarSu datu filtréSanu un kartoSanu — saskaitot,
normalizgjot, sarindojot (ranking) un izskirojot katru ieglito sekvenci, ari tas salidzinot starp
populacijam, sagrupgjot sekvences kopa - izmantojot Levenshtein attaluma Tsteno$anu, aprékinot

fold-enrichment un meklgjot degeneracijas oligonukleotidu sekvencés (Alam, et al., 2015.).

Veicot o (jau ar fastQC un cutadapt apstradato) divpadsmit failu apstradi ar FASTAptamer
iegist failus, kas, ka jau ieprieks§ minéts, veic datu sakartoSanu, ka ar beigas ar 1pasu komandu
“saspiez” visus Sos divpadsmit failus par tikai seSiem failiem “.tsv” formata, kurus var talak
izmantot sekundaraja apstradé — Rstudio programma. Sie sesi faili viegli tika sadaliti, lai vieglak
varétu veikt secinajumus un atpazit attiecigas sekvences — iedalot tas grupas: 1 1 un 1 2 faili
saturgja informaciju par veselas $iinas (gan membrana, gan citoplazma, gan kodola) atrodamam
sekvencém, 2 1 un 2 3 satur€ja datus par citoplazma atrastam sekvencém, 3 1 un 3 2 faili

sastav€ja no kodola internalizétam sekvencém.
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2.1.2. Sekundara datu apstrade

Kad primara jeb sakotnéja datu apstrade ir pabeigta, un ir iegtti dati, kas ir sagatavoti, lai tos
varetu apstradat RStudio programma, varam uzsakt sekundaro apstradi (.tsv fails, kurs satur rindas
ar individualam sekvencém un kolonnas, kuras raksturo sekvenc€$anas nolasijumu skaitu katrai
individualajai sekvencei atseviskos paraugos). RStudio programmatiira izveidota, lai lietotajam
draudziga veida stradatu ar R programmeésanas valodu. R ir 1paSa programmeéSanas valoda, kas

Izmantota analizu, statistikas un citu zinatnisku mérku sasniegsanai (R Core Team, 2016.).

RStudio — IDE jeb integrated development environment, kas nozim¢, ka ta ir
programmeésanas aplikacija ko izmanto dazadam programmesanas programmu pielietosanai ka ar1
izstradei. Sis programmas pamata ir iepriek§ minéta R valoda un R programma, varétu teikt, ka
Rstudio ir ka &rts riks R programmas izmantoSanai, padarot lietoSanu &rtaku, parskatamaku un
paplasinot iesp&jamas darbibas izmantoSanas iespgjas, pieme&ram, programmu &rtaka parvalde,
ievadito programmu vésture, grafiku izveide, ipasu komandu pakotnu izmantoSana - vieglakai datu

parvaldei un citas parocigas funkcijas (RStudio Team, 2015.).

Rstudio tika izmantota 1paSa komandu rinda, kura balstijas gan uz pamata R valodas
komandam, gan uz Tpasam pakotnu komandam: BiocManager 1.30.10. (talak BiocManager);
edgeR 3.30.0. (talak edgeR); readr 1.3.1 (talak readr). Katra pakotne ir izveidota, lai vienkar$ak
apstradatu datus, izmantojot vienkarSakas — pasas komandas, kuras balstas uz pamata R valodas
komandam, un zem sevis var pat slépt komandu k&des. Pakotnes ar1 biezi ir citu pakotnu salikums,

tas apvienojot zem viena nosaukuma.

Sekundara datu apstrade balstas uz primaras apstrades jau apstradatajiem datiem. Primaras
datu apstrades beigas mes ieguvam seSus “.tsv”’ formata failus (1 1 un 1_2 faili — veselas Siinas
(membrana, citoplazma, kodola) sekvences, 2 1 un 2_3 — citoplazmas sekvences, 3 1 un 3_2 faili

— kodola internalizétas sekvences).
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sample_1l_pl_replicates <-Read_delim("C:/SAMPLE_13/INPUT_FAILI/samplel_pl_replicates.tsv™a

"\t". escape_double = FALSE. trim_ws = TRUE)
sample_1l_pl_needed <- sample_l_pl_replicatesC-c(L.4-7)1

colnames(sample_1l_pl_needed) <- c("Sequence™- "1_1". "1_2")

Sadu komandu virkni ievada programma, tadgjadi izvéloties failus talakai apstradei, var jau

redzet, ka informacija no faila ar p&€d&jam divam komandam jau tiek apstradata:

1. (sample_1 pl needed <-sample 1 pl replicates[,c(1,4,7)] komanda tiek izmantota, lai
atlasTtu tikai vajadzigas kolonnas no faila un $o atlasi nosauc par “sample 1 _pl needed”);
2. Komanda “colnames(sample_1 pl needed) <- c¢("Sequence™, "1 1", "1 2")” tiek ievadita,
lai atlasitas kolonnas nosauktu attiecigi par: "Sequence™, "1 1", "1 2". Tas tiek darits, lai

velak bitu vieglak nolasit iegtitos datus, par cik to dara cilveks.

Sadi turpina lidz ir iegatas visas grupas 1_1-4, 2_1-4 un 3_1-4 (jeb vesela $iina, citoplazma
un kodola sekvencu grupas). Talak sekvences apstrada, sakarto un saskaita kopa Iidzigas sekvences
un atfiltré pavisam maz sastopamas sekvences (retak par piecam sekvencém uz visiem paraugiem)
un sekvences, kuras sastopamas mazak ka divos no Siem sesSiem failiem (arT ja biitu kada sekvence
kas ir milziga daudzuma viena no datu grupam, bet nav neviena cita — ta uzskatama par

nelietderigu). Tiek ievaditas Sadas komandas, lai iegtitu Sadu rezultatu:

keep_f_rna <- rowSums(cpm(f_rna_dge_nuclei_vs_non_nucleiscounts) >5) >=2

f_rna_dge_nuclei_vs_non_nuclei_filt <-

f_rna_dge_nuclei_vs_non_nucleilkeep_f_rna- - keep:-lib.sizes = FALSE]

1. Pirma komanda “keep_f rna <- rowSums(cpm(f_rna_dge_nuclei_vs_non_nuclei$counts)
>5) >=2” tiek izmantota, lai atlasTtu datus (augstak jau tika pieminéts). Tiek atlasitas
sekvences, kuras ir mazak par 5 > CPM, un tiek atlasitas sekvences, kas sastopamas mazak
ka 2 failos.

2. “f_rna_dge _nuclei_vs_non_nuclei_filt <- f rna_dge _nuclei_vs_non_nuclei[keep_f rna, ,

keep.lib.sizes = FALSE] ~ komanda arT tiek izmantota, lai izfiltrétu lickos datus.

Veicot So apstradi no 2516960 sekvencém tika iegiitas 17824 sekvences — grupa kura ir
kodola internaliz&tas un citoplazma atrodamas sekvences, un 19135 sekvences — grupa kura ir
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kodola internalizétas sekvences un sekvences kas atrodamas veselas $tnas, kuras atbilst pamata
kriterijiem.

legiitajam sekvenceém talak tiek aprékinats, datu apstradei loti svarigais, normalizacijas
skaitlis — tas stipri samazina talaku nepatiesi pozitivo datu paradiSanos turpmak sekojosaja datu
apstrades dala. Sis skaitlis nodrosina, ka rezultata iegitie dati ir ticamaki, un rezultata iegatas
sekvences patieSam arf izpildis vélamo funkciju.

Talak informacija tiek apstradata ar sekojosajam komandam:

f_rna_de <- estimateGLMCommonDisp(f_rna_dge_nuclei_vs_non_nuclei_filt_norm-

f_rna_design)

f_rna_de <- estimateGLMTrendedDisp(f_rna_de. f_rna_design)

f_rna_de <- estimateGLMTagwiseDisp(f_rna_de. f_rna_design)
Ar §im komandam tiek veikta datu dispersija, tadgjadi 1pasi tiek atlasiti dati, kas loti izcelas
no kopgja informacijas fona.

Tad tiek izmantotas pasas komandas, kuras izmanto lai apstradato grupu datus var€tu

savstarp€ji salidzinat un veikt péd€jo datu apstradi — ko veic p&tnieks Excell faila

f_rna_fit <- glm@LFit(f_rna_de- f_rna_design)

nuclei_vs_non_nuclei <-glmdLFTest(f_rna_fit)

Tiek iegtts Excell fails, kuru var izmantot, lai, izmantojot ipaSus filtrus, iegitu misu

mekl&tas sekvences un tiktu pie rezultatiem.
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3. Rezultati un diskusija

3.1. Sekvences, kas sastopamas kodola vai citoplazma

Izmantojot Rstudio programmu un ievadot komandu rindu tiek iegiiti rezultati — programmas
Excell fails, kura ieglistama visa apstradata informacija par izfiltrétajam sekvenceém, un grafiki,
kura attélots logaritms no sekvencu skaita (sastopamiba skaita veida), angliski counts per million
(CPM), un sekvencu atrasanas jeb sastopamiba noteikta grupa (kodols vai citoplazma un kodols
vai veselas Stnas) jeb sastopamiba noteiktaja grupa, ko angliski apzimé ar fold change

(FC)(precizak logaritms no $1 lieluma — logFC).

Sekvences sastopamiba - kodola vai
citoplazma

log fold-change (logFC)

=
]
[
=
o~
tn

Videjais log counts-per-million (logCPM)
3.1.1. att. Sekvences sastopamiba — kodola vai citoplazma. Redzamaja attéla log fold-change
(logFC) ass attelojami gan pozitivi, gan negativi rezultati — punkti virs pozitivas divi (2) vertibas
apzimé sekvences, kas sastopamas parsvara kodola, jo augstaks skaitlis, jo stiprak sekvence ir
internaliz&jusies kodola, punkti zem negativas divi (-2) vertibas atrodami parsvara citoplazma — un
ne kodola. Zona, starp pozitivo divi (2) un negativo divi (-2), atrodami punkti (apzimé sekvences),
kas atrodamas gan kodola, gan citoplazma (jo talak no nulles (0) vertibas, gan pozitiva, gan

negativa virziena, jo lielaka nosliece uz kadu no grupam). Vidgjais log counts-per-million
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(logCPM) norada uz sekvencu logoritmisku sastopamibu no miljons sekvencém — S§is ir

reprezentativs lielums, lai vieglak var€tu parskatit, cik sastopama ir kada sekvence.

Ka redzams, diagramma (3.1.1. att.) att€lotie dati norada par lielu daudzumu sekvencu, kas
atrodas gan kodola, gan citoplazma, ar1 ieskaitot tris sekvences, kuras potenciali var&tu biit vertigas
un tiks izpétitas talak — d€] to liela sastopamibas CPM skaita un tas sastopamas abas grupas, kas
nozimé, ka iesp&jams sekvences vél nebija pasp&jusas internalizeties kodola, tas varétu biit de] ta,
ka paraugi tika inkub€ti ar meérki tikai uz stundu, un sekvences burtiski nespga paspét

internaliz€ties un vél atradas citoplazma, nevis jau kodola.

3.1.1. tabula.
Potenciali izmantojamas sekvences (log CPM)

Nr. Sekvence log FC log CPM F P vértiba FDR
219299. gi&?}éﬁi@ggﬁﬂgﬁ% -0,67466 | 1540622 | 1583758 | 0,000239 | 0,034343
161174, %ﬁgﬂﬁg@@@%&&% -0,42339 | 13,4034 | 2587689 | 1,1*10% | 1,00%107
103978. iEE??:TTGA?GT?CGGAT%TTTGAé‘ -0,35367 | 13,40325 | 103,1701 | 2,07*107%3 | 7,38*10

Tabula redzamas tris iepriek§ minétas sekvences, kuram ir liels potencials. Svarigi izcelt logFC,
logCPM un FDR, jo p&c Siem liclumiem vargja izfiltrét jeb atrast attiecigas sekvences, starp 17824
sekvencém kas atrodamas $aja grupa. Lai gan logFC ir vairak veérsts uz negativu skaitli, ka jau
ieprieks minéts, $is sekvences logCPM ir loti liels, salidzinot ar pargjam sekvencém, un logFC ir
gandriz nulle un ar1 veicot ilgaku inkubaciju ar mérki varétu novirzities uz pozitivo logFC ass
rezultatu. FDR jeb false discovery rate izmanto lai noraditu, cik ticams ir rezultats — ticams
rezultats, ja FDR < 0,05 — lidzigi ka visiem zinama p vértiba (tabula “P vértiba”), kas arf ir
pievienota tabula, lai varétu redzet, ka p vertibas ir pat neticami labas, bet stradajot ar datiem, kuru

apstradei tiek izmantots liels salidzinajumu skaits, p vertibas nozime pazid.
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3.1.2. tabula.

Potenciali izmantojamas sekvences (log FC)

Nr. Sekvence log FC log CPM F P vértiba FDR
TTTTGACCGATAACATACTCT
44958. CTGTCTTGTCACGGGCCGCG 2,789455 2,64123 14,29789 | 0,000442 | 0,047788

ST tabula sastav tikai no vienas sekvences, kuras logFC ir loti augsts un pozitivs raditajs, tatad
sekvence atrodama kodola. Lai gan grafika redzama ari sekvence, kas ir ar pat augstaku raditaju
(virs 3), bet acimredzot neatbilda kritérijam (FDR < 0,05). Jaizcel ka, lai gan logCPM ir salidzinosi,

ar augstak pieminétajam (3.1. tabulas) sekvencém, zems, tapat ir vérts veikt talakus pétijumus.

3.2. Sekvences, kas sastopamas kodola vai Stina

[

Sekvences sastopamiba - kodola vai siin
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Videjais log counts-per-million (logCPM)

3.2.1. att. Sekvences sastopamiba — kodola vai §iina. Redzamaja attéla log fold-change (logFC)
ass att€lojami gan pozitivi, gan negativi rezultati — punkti virs pozitivas divi (2) vértibas apzimé
sekvences, kas sastopamas parsvara kodola, jo augstaks skaitlis, jo stiprak sekvence ir
internaliz€jusies kodola, punkti zem negativas divi (-2) vertibas atrodami parsvara veselas §tinas
(sastav no $tinas membranas, citoplazmas un kodola) — un ne kodola. Zona, starp pozitivo divi (2)
un negativo divi (-2), atrodami punkti (apzimé sekvences), kas atrodamas gan kodola, gan
citoplazma (jo talak no nulles (0) vertibas, gan pozitiva, gan negativa virziena, jo lielaka nosliece

uz kadu no grupam). Vidgjais log counts-per-million (logCPM) norada uz sekvencu logaritmisku
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sastopamibu no miljons sekvencém — $is ir reprezentativs lielums, lai vieglak varétu parskatit, cik

sastopama ir kada sekvence.

Ka redzams, diagramma (3.2.1. att.) att€lotie dati norada par lielu daudzumu sekvencu, kas
atrodas gan kodola, gan veselas $iinas, 11dzigi ka pirmaja diagramma (3.1.1. att.). Ar Siem datiem
veiktas atlases rezultata tika iegttas Sadas sekvences, kuras izc€las ar log CPM (tapat ka tika

izceltas sekvences — péc tadiem pasiem kriterijiem):

3.2.1. tabula.
Potenciali izmantojamas sekvences (log CPM)

Nr. Sekvence log FC | log CPM F P vertiba FDR
GGTAATACGACTCACTATAGG 8 5

219290, | 2 N A CCAGCTIATICAATT | -1:08262 | 1570826 | 4160563 | 1,11%10° | 2,41*10

GTTTTAGCTAATAGAGTTAA

232752. | ;A TTTTTATGTGTOGTGTGG 0,290207 | 14,58616 | 16,73107 | 0,000111 | 0,005134
GGTAATACGACTCACTATAGG | _ 22 o8

3860. | CAGATACCAGOTIATTCAATTT | -1:0374 | 1317316 | 190,0407 | 642*10% | 4,09*10
GTTTTAGCTAATAGAGTTAA 2 (9

103978. | 2 A T TTTTTATGTGTCGTGTGG 0,241994 | 13,12606 | 68,43842 | 4,63*10 3,45%10
CGACTGTTGTTGAAATTGAT r 20 (S

182617. | £ TG GTAAATTITTITGOGE 0,516809 | 13,12336 | 225,0518 | 6,79*10% | 1,30*10
GTTGTCGAGAAAACGGGGA (8 (e

2412, | A AATTITITCAGTTORTOC 0,374012 | 13,12336 | 129,0728 | 9,65*1078 | 2,05*10

Tabula redzamas seSas sekvences, kuras potenciali varétu veikt talakus padzilinatus pétijumus —
sekvences ar lielu potencialu. Lidzigi ka ieprieks $aja tabula sakopotas sekvences kuram ir augsts
logCPM un pietickami zems FDR (zem 0,05), bet diemzgl ar7 §1s sekvences ir ar zemu logFC

(iemesls visticamak ir tads pats, ka minéts pie ieprieks$¢jas sekvencu tabulas (3.1.1. tabulas)).

Vo= —

Salidzinosi ar iepriek$gjas grupas log CPM atkarigajam sekvencém (3.1.1. tabula) $aja grupa,
kura tika sakopotas kodola internaliz€joSas un vesela siina atrodamas sekvences, ir vairak
sekvencu, un §tm sekvencém ir diezgan labs log FC (vairak ka pusei pozitivs), bet diemzel neviena
sekvence nesasniedz log FC > 2, kas ir sakuma slieksnis, kas noraditu uz ticamu specifiskumu uz

Stnas kodolu, kas ir So sekvencu bibliotekas datu apstrades meérkis.
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3.2.2. tabula.

Potenciali izmantojamas sekvences (log FC)

Nr. Sekvence log FC log CPM F P vertiba FDR
1075749. ;XFCEAF-FCE%%%%TC%@];?E%%E 5,266443 | 2,424876 | 13,92374 | 0,000386 0,014434
687607. ggi§$$;$$ﬁ$.;r$ A'I'gf(;ACC(;I' 3,663945 | 2,683809 | 11,17466 | 0,001316 0,035619
227380. ;g(ézﬁg%ﬁ?ﬁé‘l;z?g;%gb\ GT G 2,923907 | 2,738349 | 11,7444 0,00101 0,0297
199252. i§$;$gg$p%§rg$l¢ﬁgégg 2,834595 | 2,658224 | 10,30351 | 0,001982 0,047161

Tabula, atskiriba no pirmas grupas sekvencém (kodols vai citoplazma), kur log FC sastavéja
tikai no vienas sekvences, sastav no ¢etram sekvencém. So sekvenéu logFC ir augstaks par pirmas
grupas (3.1.2. tabula@ apkopotajam) sekvencém, kas nozimg, ka $1 grupa sastav no daudz vairak
sekvencém kas spgj internalizéties kodola, un kuram FDR ir pietiekami zems (zem 0,05). So

sekvencéu log CPM diemzgl ir (salidzinosi ar 3.3. tabulas sekvencém) zems.

Saja tabula (3.2.2. tabula) ir atzimétas sekvences, kuras nav atrodamas grafika (3.1.2. att.),
kur log FC beidzas pie pozitiva divi (2), bet Seit log FC ir 11dz pat 5,266443. Tas izskaidrojams ar
grafiku veidoSanai lietotas programmas automatisko filtraciju, kas pati papildus izfiltré datus.
Vizuali att€lot datus par laimi nav tik svarigi, ka tos spét izfiltrét un atrast — lai tos identificétu (ko

nav iesp&jams izdarit skatoties uz grafiku).
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4. Secinajumi

Darba beigas var secinat, ka balstoties uz ieprieks rakstitajiem rezultatiem, bakalaura darba

uzdevumi ir veiksmigi izpilditi:

1. veiksmigi tika izveidota un izpildita komandu kéde, kas balstas uz vairakam dazadam
programmam un to pakotém, kuru var izmantot, lai iegiitu atkartojamus rezultatus;

2. darba gala ir iegiitas potenciali vértigas sekvences, kuras biis nepiecieSams izpétit dzilak,
cita petijjuma;

3. padzilinati iepazit laboratoriju kas saistita ar miisdienigam metodém — precizak, tiesi datu
apstrades posmu, kas miisdienas paliek aizvien efektivaks — prasot mazak cilvéka darba
un kliist vispargji mazak laikietilpigs, bet ir svariga dala p&tniecibas darbu veikSana un

rezultatu iegiSana.

Aplikojot visus Sos tris izpilditos uzdevumus, var secinat, ka ir izstradats datu analizes

algoritms Stinas kodola internaliz&josu aptaméeru atlasei, kas arT bija §1 darba merkis.
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5. Pateicibas

Ipasi velos pateikties Karlim Pleiko, par mana bakalaura darba vadiSanu, par manu
apmacisanu datu apstrade, par ko man pat iepriek§ nebija nekada veida pieredzes vai 1pasu

priek$zinaSanu, un ari par vispargju atsaucibu.

Loti ar1 gribu pateikties Valentinai Strazditei, Aivaram Strazditam un Andrim Strazditam par

atbalstu mana macibu procesa, ka ari par to paSu arf maniem tuviniekiem un draugiem.
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