Skolénu zinatniski pétniecisko darbu biologija, kimija, fizika, astronomija
inZenierzinatnés, vides zinatne, geografija un zemes zinatné
struktiira un noformejums

Skoléna zinatniski pé&tnieciskais darbs (turpmak — ZPD) ir skoléna patstavigi veikts

pétijums, kas apliecina vina teorétisko, praktisko un metodisko iemanu apguvi kada no dabas
zinatnu nozarém.

Katra ZPD jabiit $adam dalam:

» Titullapa

» Abstrakts (latvieSu valoda un viena no sve$valodam (vélams anglu valoda))

» Saisinajumi (ja $ada sadala ir nepiecieSama)

» Satura raditajs

» levads (bez cita Ipasa nosaukuma un bez kartas numura)

» Literatiiras apskats (ar $adu nosaukumu ar kartas numuru 1. Apak$nodalas tiek numurétas ka
1.1.;1.2. utt.)

» Materiali un metodes (ar $adu nosaukumu ar kartas numuru 2. ApakSnodala Materiali tiek
numuréta ka 2.1. un, ja nepiecieSamas vél papildus apakSnodalas, tad numuré 2.1.2.utt.
Apaksnodala Metodes tiek numuréta ka 2.2., kur katru metodes aprakstu nosauc un numuré
ka2.2.1.,2.2.2. utt.)

» Rezultati un to analize (ar $adu nosaukumu ar kartas numuru 3. ApakSnodalas numuré ka 3.1.,
3.2. utt.)

» Secin3jumi (ar $adu nosaukumu ar kartas numuru 4. Secinajumus numur€ ka 1., 2., 3. utt.)

» Literatiiras saraksts (ar $adu nosaukumu ar kartas numuru 5.)

» Pielikumi (ja tadi ir nepiecieSami. Pielikumu, ka sadalu, nenumur?)

» Parasti zinatnisko darbu raksta pagatnes formas cieSamaja karta.

» Nodalas parasti neiesak un nepabeidz ar att€liem vai grafikiem, pirms un péc tiem parasti
seko teksts.

> Darba hipotézei (ja tada ir), mérkim, uzdevumiem, rezultatiem un secindgjumiem JABUT

savstarpgji logiski saistitiem.

Turpinajuma seko zinatniski pétnieciska darba dalas un to apraksti ar piemériem.

Veiksmi darbos!
Dr.biol.1.Cakstina
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ABSTRAKTS

- sadalas mérkis ir sniegt 1su un koncentrétu prieksstatu par darbu,

- atspogulo pétljuma biitibu (kapec pétijums veikts, un Seit neder atbilde ,,jo mani interese...”), mérki,
1suma metodiku, galvenos rezultatus un galveno secinajumu;

- rezultatu nozimigums tiek uzradits pasas beigas

Papildu informacija ieklauj laika periodu un vietu/iestadi, kura darbs ir veikts;

- abstrakts ir 1/2 lapaspuse teksta;

- § lapaspuse ir bez numura. So un pargjas Ipp. lidz Saturam bez numura var dabit, tas print&jot
atseviski, bet sekojosas dalas, veidojot ka vienu kop€ju dokumentu un uzliekot lapaspusu
numeraciju, noradit, ka ta sakas no 5.1pp.

Piemers:

Stinu kultivésana, ar mérki tas pavairot, ir pla§i izmantota pétjjumu metode dazadas
biologijas apaks$nozarSs. Svarigs komponents ir piemérotas augSanas vides izvéle, lai veidotu
optimalus apstaklus in vitro. Darba mérkis bija salidzinat dazadas vides keratinocitu kultivé$anas
optimizacijai.

Kultivgjot primaros un komerciali pieejamos keratinocttus dazadas vides, tika salidzinata
morfologija un noteikts populacijas dubultoanas laiks (PDT). Stnu morfologija vizuali
neatskiras. Stinu skaits tika noteikts izmantojot divas metodes: manuali — hemocitometrs, un
automatizeti — Countess (Invitrogen). Abam keratinocitu Iinijam PDT bija 1saks KB (firmal)
vide. ST KB vide ir labak piemérota keratinocitu §tinu kultivésanai neka EL (firma2). Pétfjuma

rezultata tika noteikta labaka vide Sunu kultiveéSanai.

Darbs izstradats vieta no ... laiks Iidz... laiks.
Atslégvardi: keratinociti, kultivéSanas vides, S$tinu skaita noteikSana, populacijas

dubultosanas laiks.



ABSTRACT
Piemers:

Cell culturing is a widely used method in life sciences. It is important to choose
appropriate cell culturing media to create optimal circumstances for the cells in vitro. The aim of
the work was to compare different media for keratinocyte culturing optimization.

Primary keratinocyte cell line and commercially available keratinocytes were used and
cultured in different media, their morphology was compared and the population doubling time
(PDT) was determined. There was no difference in cultured cell morphology. Two methods were
used to define the number of cells: manually with hemocytometer and automatized with
Countess (company2). Population doubling time for both cell lines was shorter in KB media. It
was discovered that the most suitable media was Keratinocyte Basal Media 2 with supplements
(KB) (company 11). The results show the best media for keratinocyte cultivation.

This work was developed in place from ... time... till ... time.

Key words: keratinocytes, cell cultivation media, defining the number of cells, population
doubling time.

The title of the work: Keratinocyte expansion in Different Culture Media



SAISINAJUMI

— NepiecieSami tad, ja darba ir daudz svesvardu, kuri biitu jasaisina;

— nepiecieSami, lai atvieglotu darba lasiSanu;

— raksta stabina, kura kreisaja pusg ir saisinajums, bet labaja — skaidrojums latviesu valoda un, ja
nepiecieSams, anglu valoda;

— saisinajumu saraksts jakarto alfabéta seciba.

Piemers:
ul mikrolitri
3T3 barojo$o $tinu slanim izmantota pelu transficéto $tinu linija (mouse transfected

feeder layer)

CaFD  kalcija glukonats + 10% FBS/DMEM

cm centimetri

DMEM Dulbeko modificéta Igla vide (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

DMSO dimetilsulfoksids

EDGS Epi Life (epidermalo §tinu kultivésanas vide) definéta augSanas piedeva (Epi
Life Defined Growth Supplement)

EDTA ctilendiamintetractikskabe

EL epidermalo $tnu vide (EpiLife+EDGS)

FBS fetalais tela serums (Fetal Bovine Serum)

h stundas

KB keratinocitu bazala vide (Keratinocyte Basal Medium 2 with supplements)
min miniites

ml mililitri

mm milimetri

mM milimolars

NHEK cilvéka normalas epidermas keratinociti (Normal Human Epidermal
Keratinocytes)

PSKUS Paula Stradina Kliniska universitates slimnica

PBS fosfata buferis(Phosphate Buffered Saline)

PDT populacijas dubultosanas laiks (Population Doubling Time)

pH tdenraza potencials (potential of Hydrogen)
PK cilveka adas primaro keratinocitu linija

rpm apgriezieni mintté (rounds per minute)

\Y/ tilpums



SATURS

Piemers:
IEVADS ..ottt sttt sttt 5
1. LITERATURAS APSKATS.....couiievieieieieteeiesssessesses s sesss s sssssssssesss s snsesannenens 6
1.1. APAKSNODALAS NOSAUKUMS........ooovmiiiieeieeeeseeeeeeeeeseeseessesesseesesen s senaan, 6
1.2. APAKSNODALAS NOSAUKUMS.......oooeoiieeeeereseieseseissesenesssesessensessnsn s, 8
2. MATERIALI UN METODES........oooomiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s aeses s asnaenens 14
20 MATERIALL....coooviviieiisiiessseetsiesiee s esssssesses s ss s ssssssssssesssssssnsnsnsnsanssnsanes 14
2.2. METODES.......cotiiieteeeeetee ettt sttt sn et en s 17
3. REZULTATI UN ANALIZE........oioiieietietinieeiiseesessesssessessesses s sssssssssesses s ssenses s ssssssssnsnnes 21
3.1. APAKSNODALAS NOSAUKUMS.......oiiiiiierirtisssirsssiesssesissssesessessenessesssneneas 21
3.2. APAKSNODALAS NOSAUKUMS....c...ocvvimiiieienrssssessisiesiesissssesssssessssnsensnsneas 24
4. SECINATUML.....coiuitiiiseetiee e ee st ass sttt sttt n st en et esen s eesanes 28
5. LITERATURAS SARAKSTS.....oocviiieiiesieeieseseseesessssessesssssssessess s sssssessessasssssssessnsensesnes 29
6. PATEICIBAS (VAr AIT NEDTL)....vcveveveveveiereieieveieieteseie ettt s e sesesesesnns 31
PIELIKUMI



IEVADS

- levadam nav Tpass nosaukums;

- 1ss apraksts par darba pétamo problému un tas iesp€jamiem risinadjumiem. Pamato temata
izveli, aktualitati un vajadzibu vai nu sabiedribai, vai zinatnes attistibai,

- nosléguma tiek izvirzits/formuléts darba mérkis, kura sasniegSanai tiek izvirziti darba
uzdevumi;

- uzdevumus ieteicams veidot ta, lai katram uzdevumam pretim biitu liekams reals darba
sasniegts rezultats, no kura tad art var€s veikt secinajumu;

- “iepaziSanas ar literatiru” NAV darba uzdevums;

- darba mérki un darba uzdevumus raksta bieziem burtiem (BOLD)

- apjoms 1-2 Ipp.

Piemers:

Stinu kultiras dod alternativu pieeju apskatit kermena reakciju uz svesam vielam, kuras ir
ievaditas kermeni, ka, pieméram, medikamentus, implantus un diagnosticgjoSas vielas. Tas dod
lielu priekSrocibu izvéleties pareizo Stnu ar ko notiks mijiedarbibu. Lai $adus eksperimentus
varétu veikt, janodrosina labvéligaka vide $tinu augSanai.

Eikariotu $iinas kultivé un izmanto gan fundamentalos, gan lietiSkos pé&tijumos, kas
saistiti ar, pieme&ram, génu terapiju izstradi, véZa izpe€ti, vakcinu un jaunu zalu izveidi un
uzlabosanu, rekombinanto proteinu produkciju u.c. Stinu kultiiras izmanto ka modelobjektu, kas
nodro$ina unikalus un vertigus pétijjumu datus. Biezi vien ierobezojoSais aspekts ir pieejamo
Stinu skaits, pieméram, gadijumos, ja panemts neliels biopsijas paraugs no cilveéka. Tadel Sunu
kultdras japavairo.

Kultivésana ir viena no galvenajam biologiska materiala ($aja gadijuma — S$inu)
pavairo$anas metodém ar to izzinasanu saistitos p&tijumos. Svariga eikariotu §tnu kultivéSana in
vitro, ir piemerotas augSanas vides izv€le, jo ta bitiski ietekmé rezultatus $tnu kulttras attistiba
un panakumus eksperimentos.

Keratinociti, kas veido epidermas lielako dalu, ir tikai viens apméram no 200 Stinu tipiem,
kas sastopams cilvéka organisma. S@inu transplantacijas centra pétfjumos ar adas §anam izmanto
keratinocttus, kas iegiiti no cilvéka audu paraugiem. To talakais mérkis pé€c pavairoSanas biitu
izmantot epidermala slana izveidosanai adas modelos, jo in vitro diferenciacijas process ir lidzigs
ta veidosanas gaitai in vivo. Lidz Sim izdalitas primaro keratinocitu Iinijas komerciali pieejama
Epi Life (EL) videé prolifergja lIeéni un uzradija zemas diferenciacijas spgjas.

Lai iegutu optimalus rezultatus primaro keratinocitu kultivéSana, kursa darba merkis
bija noskaidrot, kura kultivéSanas vide ir vispiemérotaka, izmantojot divu razotaju specializétas
epidermalo $tnu kultivéSanas vides.

Meérka sasniegSanai tika izvirziti sekojosi uzdevumi:



1)

2)

3)

salidzinat keratinocitu $tnu morfologiju, kultivéjot dazadas vidés lidz vismaz
treSajam pars€jumam;

noteikt populacijas dubultosanas laiku (PDT), izmantojot divas $tnu skaitiSanas
metodes;

analiz€t PDT izmainas dazadas kultivéSanas vidés.



1. LITERATURAS APSKATS

- nepiecieSams, lai sniegtu lasitajam pamatotu (iepriek$ publicgtu) informaciju labakai darba
sapra$anai un tam, ko ir paveikusi citi autori. Saja da]a nevajag tikai parkopé&t informaciju, bet
salidzinat darbus, lai var labak redzget, kas ir izdarits, paverot skatu uz darbu, ko v&l vajadzetu
dartt;

- Saja sadala tiek aprakstiti svarigakie, Iidz §im publicétie darbi par konkréto tému vai saistiba ar
darba temu;

- Uzskatamibai var likt att€lus vai sh@mas, ja tie/tas veiksmigak palidz paskaidrot domu. Visi
teksta citétie vai atsauc€s minétie darbi jaieklauj literatiras saraksta (darba beigas);

- parrakstits macibu gramatas vai cita autora referata teksts ir ,,plagiatisms”. Tomér, ja vélas
minét kada autora domu, ta jaliek pedinas un obligati janorada autors vai informacijas avots;

- Minot svarigu informaciju, nepiecieSams noradit, no kurienes $ada informacija ir ieglta —
atsauces;

- atsauces var bt vai nu:

1) iekavas ielikts zinatniskas publikacijas autora uzvards un gads (sk. zemak);
i1) iekavas ielikts numurs p&c kartas, p&c kuras tad Literatiiras saraksta iesp&jams
atrast informacijas avotu.

- cit§jot kadu autoru, NAV burtiski jacite teiktais, bet gan 1si jaatstasta, saglabajot jegu. Ja neciteé

burtiski, tad cit§jot nedrikst izkroplot autora domu. Piemers: J.Bérzins (1993) raksta, ka

Kundzinsala kerpju skaits pédéjo desmit gadu laika ir samazindjies VAI Kundzinsala kerpju

skaits pédéjo desmit gadu laikd ir samazindjies (Bérzins, 1993).

- arzemju autoru uzvardus parasti raksta originala rakstiba ickavas, kopa ar publikacijas gadu;

- ja ir divi autori, tad: (Bérzins un Ozolins, 2000; Smith un Johnson, 1997);

- ja ir vairak neka divi autori, tad: (B&rzins u.c., 2000; Smith et al., 1997);

- atsauces var arl numurét, bet numuriem jaatbilst literatiiras sarakstda min&tajiem avotiem

Pieméram: Problémas X risinajumam ieprieks ir pielietoti Y piegdjieni [1];

- jaizvairas no nerecenz&tu (privatas majas lapas, sievieSu zurnali, zinu portali, socialie tikli,

izklaides portali) avotu izmantoSanas darba;

- jaatceras, ka rakstitais darbs ir zinatnisks un tam vajadzetu biit balstitam uz zinatnisku rakstu/

macibu gramatu/ specialas literatiiras citéSanu;

- interneta ir plasi sastopamas specifiskas zinatniskas publikacijas, tas ir Tpasi ieteicamas

izmantot ZPD; jaievéro, ka tas cité nevis ka interneta avotus (ka timekla saite), bet gan ka pargjo

literatiiru (autors, gads, nosaukums, zurnala nosaukums)

Jaizvairas:

- no pirmas personas formu lietojuma (,,es”, ,,mes”). leteicams lietot tresas personas formu
(autors konstatg..., tiek analizéts ..., veiktie p&tijumi pieradija ...).

- lietot nepamatotu, vulgaru kritiku;

- cita autora darbu uzdot par savéjo (plagiats);

- ,neliet Gdeni” jeb izvairities no visparzinamiem apgalvojumiem un maksloti dailskanigam

frazeém.

Literaturas apskats parasti sastada 1/3 1idz 1/4 dalu no pamatdarba.

Piemers:
1.1. Cilveka adas epidermas uzbuave un funkcijas

Ada ir komplekss organs, kas klaj visu kermena virsmu un veido aptuveni 15% kermena

svara. Tas ir lielakais kermena organs. Ada pilda dazadas vitali svarigas funkcijas: aizsarga no



arejas vides (fizikalas, kimiskas un biologiskas) ietekmes. Ta ir organizéta tris pamatslanos: 1)
epiderma, 2) derma, 3) hipoderma jeb zemada (Kanitakis 2002).

Epiderma ir augsti specializéti audi, kuru pamatfunkcija ir aizsargbarjeras izveide
(Toulza et al. 2007). Epidermas biezums var varict atkariba no kermena zonas no 0,05 mm lidz 1
mm. Epiderma nemitigi atjaunojas un ir veidota no dazadiem S$iinu tipiem. Lielako dalu (aptuveni
90-95%) veido keratinociti. Par&jo (5—10%) epidermu veido Langerhansa §tinas, melanociti un
Merkela stnas (Kanitakis 2002). Epidermalie melanociti, tapat ka Langerhansa Stnas, ir
dendritiskas $tinas, kas veido kontaktus ar blakus esoSajiem keratinocitiem (Hoath and Leahy
2003). Merkela S$itnas ir orientétas horizontali epidermas bazalaja slani, tas saistas ar
keratinocitiem ar desmosomam, ka ar nervu §tinu aksonu galiem (Schenk 1975).

Epidermas Stinas ir organizg&tas slanos. Sakot no dzilaka Iidz virsgjam slanim, to veido:
bazalais slanis (stratum basale — 1 $tnu slanis), dzelonainais slanis (stratum spinosum — 5-15
Stnu slanu kartas), graudainais slanis (stratum granulosum — 1-3 $tinu slanu kartas), raga slanis
(stratum corneum — 5-10 S$tnu slangu kartas). Virs€jo raga slani iedala kompaktaja (Stratum
compactum) un irdenaja slani (stratum disjunctum). Dazas kermena vietas starp graudaino un

raga slani atrodas spidosais slanis (stratum lucidum), pieméram, uz papéziem (Kanitakis 2002).

Keratinociti

Desmosomas Langerhansa Sinas

I Stratum Sanas ir mirusas, keratinizétas.
cormeum : Ekstracellularaja telpa - glikolipidi.

Sanas ir sapalacinatas, organellas noardas, ir
ar membranu ielégtas granulas, kas izdala
lipidus un keratohialina granulas.

r~ Stratum
granulosum

Sanas ar no prekeratina veidotiem
starpfilamentiem, kas saistas ar
desmosomam.

- Stratum
spinosum

Merkelal % |

>\ v Sunas 2 Epidermas cilmes Sunas, kas aktivi mitotiski
a4 2T 4 dalas.
L ‘vf ’ -

|- Stratum T s T
SE— - ?;\
Dermis “Melanociti *
Melanina granulas =

— Derma

Copyrignt © 2004 Pearson Edusaton. Ine . publiehing os Bergumn Cumenngs

1. attgls. Adas struktiira (ar izmainam no http://apbrwww5.apsu.edu)

Epiderma ierobezo tidens zudumu un patogénu iekluvi organisma. Lai izveidotu un
saglabatu So organisma dabigo barjeru, keratinociti 1steno kompleksu, organiz&tu diferenciacijas
procesu, kas beidzas ar raga kartas izveido$anos un lobiSanos (Toulza et al. 2007).

Keratinociti epidermas bazalaja slani un ari dzilakos adas slanos matu folikulas (Halliday

and Cadet 2012), kur tie spgj proliferét, veido heterogénu $tinu populaciju ar taja ietilpstosam
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adas cilmes stinam. Keratinociti dalas tikai dazas reizes un, izejot diferenciacijas procesu, migré
uz nakamo — epidermas dzelonaino slani. Diferenciacijas laikd mainas citokeratinu ekspresija
keratinocitos epidermas bazalaja un dzelonainaja slani. Neliela daudzuma dzelonainaja slant
keratinociti ekspresé specifiskus diferenciacijas markierus, pieméram, involukrinu. Epidermas
graudainaja slani notiek diferenciacijas procesa kulminacija — Seit keratinociti ekspresé vairak
neka 30 epidermas specifiskus proteinus, tai skaitd proteinus, kuri atrodas citosola granulas,
pieméram, suprabazinu, keratinocitu prolina bagatos proteinus u.c. (Toulza et al. 2007). Adas
virsg¢ja — raga slant — keratinocitu diferenciacijas rezultata izveidojas plakanas, keratiniz&tas

Stinas bez kodola un citam organellam (Rheinwald and Green 1977).

1.2. Primaro $iinu izdaliSana

Ross Harisons (Ross Harrison) 1907. gada publicgja rakstu, kas iepazistinaja ar jaunu
tehniku — audu kultiiras izveidi, lai pétitu, ka rodas nervu Skiedras (McGehee Harvey 1975). Ar
terminu ,,primaras $tnu kultliras” apzim&ja $tnas, kuras pirmo reizi ir izdalitas un kultivétas
arpus organisma (Rajeev 2012). Pirms vina citi zinatnieki bija m&ginajusi p&tit $tinas in vitro, bet
nevienam iepriek$ nebija izdevies veiksmigi kultivét un eksperimentét ar tam. R. Harisons
atrisinaja pamatproblémas Stinu kultivéSana, kas bija saistitas ar barotni, kultivéSanas flakoniem,
novérosanu un kulttiras kontaminaciju (McGehee Harvey 1975). Vina pétijumi par nervu Skiedru
izveidi butiski ietekmé&ja neirologijas attistibu (Nicholas 1960). Citi nozimigi p&tijumi saistiba ar

Stnu kultivésanas attistibu apkopoti 1. tabula (Rajeev 2012):

1.tabula. Dzivnieku $tnu kultGru p&tijumu pirmsakumi

Gads Pétijums Zinatnieks

1885. Cala embrija $tinu saglabasana fiziologiska | V. Roks (W. Roux)

Skiduma kultdra (saline culture)

1897. No asinfm un saistaudiem izdalitu $tnu | L. Leobs (L. Loeb)
saglabaSanas demonstréjums seruma un

plazma

1911. Pirmas skidras vides izstrade, kas sastavéja | V. H. Levis (W. H. Lewis)
no jiiras udens, seruma, embrija ekstrakta,

sals un peptoniem

1916. Proteolitiska enzima tripsina pielietoSana | F.S. Dzons, F. P. Ross (F. S.
adherentu $tinu parséSanai Jones, F. P. Rous)
1923. Stinu un audu kultivésanas flakonu izstrade | A. Karels, L. E. Bakere (A.
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Carrel, L. E. Baker)

1948. Pirmo reizi izoléta peles 1-fibrolasts, kas | V. R. Erle (W. R. Earle)

sp&j dalities no vienas $iinas

1952. Stinu linijas iegisana no cilvéka dzemdes | G. O. Gajs (G. O. Gey)

kakla véza, zinamas ka HelLa Stinas

Kaut gan pirmas ziditaju Sunu kultiras, kas ieglitas no audiem un kultivétas in vitro
(Hayflick and Moorhead 1961), tika izmantotas, lai pétitu Stnu fiziologiju jau 20. gadsimta
sakuma, industrialus apmerus $ie petijumi sasniedza tikai piecdesmitajos gados. P&c atklajuma,
ka padarit kultivésanu iesp&jamu lielos apjomos, izmantojot primaras pertika nieru Siinas, tika
izveidota vakcina pret bérnu trieku. Tadgjadi $1 vakcina kluva par pirmo komerciali izveidoto
produktu, kura radiSanai tika lietota ziditaja Stinu kultiira (Merten 2006).

Kops Siem atklajumiem, izdaliSanas metodes ir attistijusas. Miusdienas tiek plasi
izmantotas dazadas primaro $tnu izdaliSanas metodes, kas balstas uz tris metodologijam:
piesaistisanos (adheranci), blivumu un antivielu saistiSanos.

Saméra vienkar$a un 1&ta, tau nespecifiska metode balstas uz $tinu piesaistisanos. Audi
tiek enzimatiski un/vai mehaniski disociéti (sagrauti) (Tomlinson et al. 2012). Lai paaugstinatu
§ts metodes specifiku, uz tas balstoties, tiek izstradata diferenciala $tinu saistiSanas dazada
garuma polimériem, kas ir transplantéti uz stikla virsmas (Nagase and Kimura 2012).

Uz §tnu blivumu balstita izdaliSanas metod€ izmanto centrifugéSanu blivuma gradienta.
Izmantojot So metodi, var saskarties ar tas trukumu — atseviSkos gadijumos dazadu S$inu
populaciju blivumu starpiba nav pietickam, lai tas atdalitu. Sados gadfjumos ir ieteicams atkartot
centrifugéSanu, izmantojot centrifugéSanas vidi ar atSkirigu koncentraciju un izmainot
centrifugéSanas atrumu. CentrifugéSanu blivuma gradienta izmanto, kad jastrada ar audiem, kas
satur lielu daudzumu nev€lamu S$iinu, piem€ram, asinim, kaula smadzeném un adipozajiem
audiem (taukaudiem).

Antivielu saistiSanas metodes (antibody-binding) balstas uz fluorescences aktivétu $tinu
sortéSanu (fluorescence-activated cell sorting) un magnétiski aktivétu $tinu sortésanu (magnetic-
activated cell sorting). Abas §is tehnikas izmanto antigénus uz $tinu virsmas un tiem atbilstosas
antivielas. Ar $o metodi ir iesp&jams izolét noteiktu Stnu populacijas lidz augstai precizitatei.
Tacu, ar1 Sai metodei ir minusi — ir iesp&jami gadijumi, kad interes€joSam $iinu tipam nav unikali
markieri, kd arT par metodes ierobezojoso faktoru var klut komerciali pieejamo antivielu
daudzums (Tomlinson et al. 2012).

Darba izmantota primaro keratinocitu izdaliSanas metode balstas uz enzimatisku

epidermas apstradi ar proteolitisku enzimu — tripsinu. Tripsins ir serina proteaze, kas katalize

12



peptidsaiSu hidrolizi un Iidz ar to parrauj ekstracellularo matriksu. Tripsinam ir pievienota
etilendiamintetractikskabe (EDTA), lai optimiz&tu ta iedarbibu — tas samazina adh&zijas

molekulu mijiedarbibu (Albert et al. 2002).
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2. MATERIALI UN METODES
2.1. MATERIALI

— 80 sadalu dala divas apakSnodalas: 2.1. Materiali un 2.2. Metodes;

— pie materialiem skoléns uzskaita darbam nepieciesamos materialus, ieskaitot datu apstrades un
analizes programmas;

— metodes apraksta pietickami detaliz&ti. Metodes aprakstam jabuit tadam, lai cits ieintereséts
petnieks varetu atkartot eksperimentu;

—Jja ir izmantotas dazadas izejvielas, tad var€tu izskaidrot, kap&c izmanto tiesi darba izvéletas
izejvielas;

— jair jauna pieeja, izskaidro, ko jaunu §1 metode dos labakai mérka sasniegSanai

Piemers:

2.1.1. Siinu Inijas

o cilveka adas primaro keratinocTtu linija (PK) tika iegtita darba gaita;
e cilveka normalas epidermas keratinociti (NHEK), komerciali pieejama Stnu linija no

PromoCell (Vacija).

2.1.2. Reagenti

2. tabula. Siinu kultivésanas vides, piedevas un reagenti

Nosaukums Razotajs
Dulbeko modificéta Igla vide Invitrogen
(DMEM)

Fetalais tela serums (FBS) Invitrogen
Keratinocttu bazala vide 2 ar PromoCell
piedevam (KB)

Epidermalo $tnu vide (EL) Life Technologies
Kalcija glukonats Sopharma
Tripanzilais Sigma
Fosfata buferis(PBS) Life Technologies

3. tabula. Enzimi

Nosaukums Razotajs
0,25% Tripsins/EDTA Invitrogen
Dispaze Sigma
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2.1.3. Labratorijas iekartas

4. tabula. Laboratorijas iekartas

Nosaukums Razotajs
Laminars Kojair

CO; inkubators Binder
Rotofix 32 centriftiga Hettich
Hemocitometrs Celeromics
Countess — automatizetais Stinu Invitrogen
skaita noteicgjs

Invertétais gaismas mikroskops Leica Microsystems
Ultrazemas temperatiiras Dairei
saldgtava (- 70C)

2.1.4. Laboratorijas materiali

5. tabula. Laboratorijas instrumenti

Nosaukums

RazZotajs

Audu un stnu kultivésanas flakoni (T75 un

T25)

Sarstedt

Vienreizlietojamas serologiskas pipetes

13

6 laucinu Stnu kultivésanas plates

13

15 un 50 ml centrifugg€Sanas stobrini

(13

1,5 ml mikrocentrifugé€Sanas stobrini

(13

Saldésanas trauks

Sigma-Aldrich
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2.2. METODES
Piemers:

2.2.1. Siinu atsaldé$ana

v

Stinu atsald@Sana tika veikta komerciali pieejamai NHEK $iinu [inijai.

Stinu kultivé$anas vidi (KB) ienes sterila 50 ml cetrifugéSanas stobrina un uzsilda pie
+37%C 30 min.

Stinas, kuras tika piegadatas uz sausa ledus sasaldéta veida un uzglabatas pie -70 °C
saldetava, ievieto tidens vanna un inkub& 1 min (lidz gandriz viss ir izkusis). Stobrinu parnes uz
laminaru, kur sterilos apstaklos Stnas tiek parnestas 15 ml stobrina. L&nam, pa pilienam,
pievieno 1 ml DMEM/20%FBS un viegli samaisa, lai $inam nebiitu osmotiska Soka.
Turpinajuma lénam pievieno 2 ml DMEM/20%FBS, samaisa, un ta turpina pievienot, lidz gala
tilpums ir 8 ml. Ieglito suspensiju centrifugé pie 1500 apgriezieniem miniité (rpm) 5 min.
Pievieno 20% FBS/DMEM tada daudzuma, lai DMSO, kas tiek izmantots $tnu saldé$ana, un
vides attieciba butu 1:20.

Stinu kultivésanas flakona (T75) ienes 5 ml siltu KB vidi. Stinu nogulsnes suspendé 5 ml KB un
parnes sagatavotaja Stinu kultivésanas flakona.

Stinas inkubé 37 °C, 5% CO; atmosféra, monitoré to stavokli mikroskopgjot un ik pa 2-3

dienam mainot svaigu KB vidi.

2.2.2. Siinu parséiana

Kad kultivétas Siinas sasniedz 70-90 % konfluenci, tas tiek parsétas. Lai atdalitu Siinas no
kultivéSanas flakona virsmas, izmanto tripsinu. Tripsins ir enzims, kas noarda Stnu adh€zijas
proteinus.

No §tinu kultivésanas flakona atsiic vidi un noskalo to ar 1x PBS. T25 flakona iepilda 1
ml 0,25% tripsinu/EDTA; savukart, ja tiek Siinas tiek kultivétas T75 flakona, tad iepilda 2 ml
0,25% tripsint/EDTA.

Ar mikroskopu novéro un parbauda Stnu atdaliSanos no flakona virsmas. Reakciju
apstadina ar 2 V 20% FBS/PBS.

Skidumu iepilda stobrina, flakonu izskalo ar 1x PBS, parnes stobripdar §inam. Siinas
sedimentg, centrifug€jot 5 min pie 1500 rpm. Supernatantu nolej, nogulsnes suspendé 1 ml vides.

Veic Stnu skaitiSanu.
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3. REZULTATI UN ANALIZE

— Saja sadala apraksta un, ja iesp&jams, vizuali att€lo darba gaita iegtos rezultatus;

— ieklauj tikai galvenos rezultatus, primaros datus (ja tas ir lielas datu kopas, jaliek pielikuma, ja
tas ir nepiecieSams);

—teksta paskaidro att€lus un tabulas, ka ari pieveérS lasitdja uzmaniba att€los un tabulas
atspogulotajam izmainam vai atSkiritbam raditajos;

—1ir nepiecieSama iegiito datu statistiska analize (cik tas ir iesp&jams), tadeé]l ve€lams
eksperimentus vai noveérojumus veikt vismaz trijos atkartojumos. Lielaks atkartojumu skaits
dod rezultatiem lielaku ticamibu;

— pie katra rezultatu apraksta buitu jaapspriez rezultati, salidzinot tos ar agrakiem vai Iidzigiem
petijumiem visa pasaulg;

— janoverte, ka rezultati atbilst darba izvirzitajam mérkim un gaiditajam rezultatam;

— janoverte rezultatu ticamiba, ka arT darba trilkumi (ja tadi ir), pieméram, metodikas nepilnibas,
nepietiekama paraugkopa parliecinoSu secinajumu defin€Sanai utt.;

—ja ir kadi citi interesanti atradumi, tad tos var pieminét, paradot, ka iegiitie rezultati var sniegt
plasakas turpmaka pielietojuma iesp&jas

Piemers:
3.1. Eksperimentalais keratinocitu kultivéSanas dizains
Eksperimentalaja dala, lai parbauditu S$inu augSanu dazadas vide€s, tika izmantotas

NHEKp3 un primaro keratinocitu (PK) p0. Stnu kultivésanas eksperimentalais dizains un

izmantotas vides ir paraditas 6. attela.

. p2 p3 p4 : PO L p2

6 —
E

2. att€ls. Keratinocttu kultivé$anas vides. A— NHEK kultivé$anas shéma; B — PK kultivéSanas shéma.

NHEK p2 tika atsald&tas un pavairotas KB vidé (6.att. A), ka noradits razotaja protokola.
P&c pavairo$anas tas tika parsétas se$u laucinu platé 5000 §tnas/cm? Sis kultivésanas dizains
lava parbaudit vienlaikus tris dazadas vides divos atkartojumos. NHEK tika kultivétas divas
nedélas un peéc tam atkal parsetas iepriekS minétaja koncentracija. CaFD paraugi netika parséti,
jo péc sesam dienam minétaja vide netika noverota neviena piesaistijusies $iina, un paraugs tika
terminéts. Zema Stnu skaita d€] netika turpinata ar1 EL vide esoSo §tinu linija.

Keratinocttus, kuri tika kultiveti KB vidg, talak parsja tada pasa blivuma sesu laucinu

platé jau ieprieks izmantotajas KB un EL videés. CaFD vide vairs netika izmantotakultivéSanai
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ieprieks uzraditas nepiemérotibas dg€]. legiita ceturta pars€juma Stnu Iinija tika kultivéta divas
nedélas, Iidz KB un EL vides Stnas bija sasniegusas atbilstoSu konfluenci talakai apstradei un
ilgstosai uzglabasanai saldgjot.

PK $iinu Iinija péc izdaliSanas tika ies€ta un pavairota EL un KB vides (6.att. B), kuras
NHEK uzradija véra nemamas proliferacijas sp&jas. Péc 12 dienam, kad Stinu konfluence bija
sasniegusi 70-90 %, tas tika parsétas sesu laucinu platé divos atkartojumos tada pasa blivuma ka
iepriek§ NHEK — 5000 stinas/cm?. To veica, lai vargtu salidzinat, vai vérojamas proliferacijas
atSkiribas kultivésanas videm NHEK un PK §tnu linijam.

Stinu izsélana tiek veikta péc principa: $iinas, kuras sakotngji tika kultivétas KB vidg,
pars€ja gan KB, gan EL vidg, bet Siinas, kuras sakotngji tika kultivétas EL vide, pars€ja taja pasa
— EL vide. Sads princips tika izvéléts, lai novérotu, ka PK proliferacijas spéjas mainas laika
dazadas kultivésanas vides un ari tapéc, ka KB vidé PK uzradija augstakas proliferacijas sp€jas
neka EL vide. Péc nedélas PK KB vide sasniedza atbilstosu konfluenci (~90%) talakai parséSanai,
kamer EL vidg kultivetie PK bija sasniegusi 40—60 % konfluenci. Talako parsésanu veic ieprieks
min&taja koncentracija.

Lai iegiitu tresa pars€juma Siinu liniju, PK izs€ja pec iepriek§ minéta principa — ta, lai
noverotu PK proliferacijas sp&jas atSkiribas laika, dazadas kultivéSanas vidés. P&éc nedélas, kad
tikai KB vid€ kultivétas Stnas ir sasniegusas atbilstoSu konfluenci talakai apstradei un ilgstosSai
uzglabasanai sald&jot, eksperiments tiek pabeigts.

Pirms katras parséSanas nosaka $tinu skaitu ar divam metodém — ar hemocitometru un

automatizeti ar Countess iekartu.
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4. SECINAJUMI

- pa punktiem izklasta atbildes uz darba izvirzitajiem uzdevumiem un mérki;
- secinajumi NAV rezultatu konspekts;
- velams bt 1siem un lakoniskiem, izteiktiem viena vai divos teikumos.

Piemers:

1. References kultiras NHEK un no cilvéka adas izdalitas PK kultiiras $tinu morfologija dazadas
kultivésanas vides neatskiras.

2. legiit datus par precizu Siinu skaits ir iesp&jams vienlidz precizi ar abam izmantotajam
metodém — manuali ar hemocitometru un automatizg&ti ar Countess.

3. Zemaks PDT liecina par to, ka keratinoctti atrak aug KB vide.

4. Vispiemerotaka vide NHEK un no cilvéka adas izdalito PK kultivéSanai ir komerciali

pieejama KB (firmal) vide.
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5. LITERATURAS SARAKSTS

— Saja nodala ieklauj visus darba izmantotos literatiiras avotus;

— literatiiras saraksta jabiit vismaz 7 avotiem no Zurnalu rakstiem, gramatam (ne interneta
vietnes);

— ja darba atsauces ir liktas ar uzvardiem (Beérzins, 2000), tad literattiras sarakstu grupe alfabéta
kartiba péc pirma autora uzvarda;

— ja darba atsauces ir liktas ar numuriem [1;2 utt.], tad literatiiras saraksta atbilstoSajam
numuram jabut atbilstosajam literatiiras avotam;

— Saja nodala jaraksta katras darba izmantotas publikacijas pilns autoru kolektivs, gads, raksta
nosaukums, zurnals, ta numurs un lapaspuses:

pieméram, Balmer, J.E. and Blomhoff, R. 2002. Gene expression regulation by retinoic acid. J

Lipid Res. 43:1773-1808. vai Aleksejevs E., Plikss M. 1996. Latvijas retas zivis. Latvijas ZA

Vestis, 23 (1): 12-23.

- Interneta resursi:

Anonymous 2004. European platform for Biodiversity.

http://www.bioplatform.com/info

vai

NIH (2001) Stem Cell report. Stem cells: Scientific progress and future research. Directions:

http://stemcells.nih.gov/info/scireport/

Piemers.
1.Albert B., Johnson A. and J., L. 2002. Molecular Biology Of The Cell. New York, Garland
Science.

2.Anonymous. 2014a. EpiLife® Defined Growth Supplement (EDGS).
https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/S0125?1CID=search-product.
3.Anonymous. 2014b. EpiLife® Medium, with 60 uM calcium.

https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/ MEPI500CA?ICID=search-

mepi500ca.
4.Anonymous. 2014c. Keratinocyte Medium. http://www.promocell.com/nc/products/cell-

culture-media/media-for-primary-cells/keratinocyte-

medium/?sword list[0]=keratinocytes.

5.Bikle, D.D., Xie, Z. and Tu, C.L. 2012. Calcium regulation of keratinocyte differentiation -
Expert Rev Endocrinol Metab, 7: 461-472.

6.Boyce, S.T. and Ham, R.G. 1983. Calcium-regulated differentiation of normal human
epidermal keratinocytes in chemically defined clonal culture and serum-free serial culture
- J Invest Dermatol, 81: 33s-40s.

7.Britannica, T.E.0.T.E. 2013. Cell culture.
http://www.britannica.com/EBchecked/topic/1308639/cell-culture.

8.Eagle, H. 1955. Nutrition needs of mammalian cells in tissue culture - Science, 122: 501-14.
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9.Halliday, G.M. and Cadet, J. 2012. It's all about position: the basal layer of human epidermis is
particularly susceptible to different types of sunlight-induced DNA damage - J Invest
Dermatol, 132: 265-7.
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6. PATEICIBAS
- parasti 1sas un lakoniskas

Piemers:

Darba autore izsaka pateicibu darba vaditajai ........ , Centra vaditajam .... par iespgju
izstradat darbu (izmatot aparatiiru utt.), ka arT koleégiem ..... par konsultativo palidzibu darba
izstrades procesa. Tapat ari pateiciba ...... un firmai .... par nodroSinaSanu ar darba izstradei

nepiecieSamajiem materialiem.
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PIELIKUMI
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1. pielikums

veido TIKALI tad, ja darba ir daudz att€lu un tabulu no izejas rezultatiem vai arf tas ir
apjomigas. Atcerieties, rezultatu dala liek tikai apkopojumus! Saja dala var ievietot
att€lus, kas tieSi nav saistiti ar pétijuma rezultatiem (piem., iekartu att€lus (tikls,
centrifiiga, deglis utt.)), tacu tas nav nepiecieSams un darba veértibu necel;

uz pielikuma nodalas pirmas lapas vidi lieliem burtiem raksta ,,Pielikums” (ja ir tikai
viens) vai Pielikumi” (ja tie ir vairaki). Seko atseviSkas lapas: 1.pielikums (nosaukums),
2.pielikums (nosaukums) utt.;

tabulas un atteli Saja nodala numur&jami ka pielikumi. Uz vienas lapas v€lams izvietot
vienu att€lu (kas var sastaveét no vairakam bildém) vai vienu tabulu.
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2. pielikums
Tehniskais noform&jums

Darbs jaraksta uz lapas vienas puses.

Lietot standarta izméra A4 formata lapas.

No kreisas puses jaatstdj 3 cm plata mala, no labas puses — 1 cm, no augs€jas un apaksgejas
malas — 2 cm.

Darbam jabit uzrakstitam pareiza literara valoda.

Datorsalikuma (Time New Roman vai lidzigs).

Lappuses darba janumurg, sakot no levads (parasti sakas ar 4. vai 5. Ipp. Anotaciju un satura
raditaju Ipp. numuru neraksta).

Pamatteksts sastav no rindkopam. Rindkopas 1.rindas atkapi (10 mm) veido ar teksta
formatésanas komandam. Rindkopas beigas lieto “Enter”.

Ka decimalkomats jalieto punkts (ja tomér lieto komatu, tad tas jalieto konsekventi visa
darba).

Tekstu formatizg, lietojot formatéSanas komandas: Center vai Justify. Virsrakstus parasti
centré (Center), pamattekstu parasti formaté, nolidzinot abas malas (Justify).

Burtu lielums teksta 12 punkti. Atstarpe starp rindam 1.5 rindas.

Lappusu numuri jaliek lapas apaksa centra vai labaja mala stuiri.

Apaksvirsrakstu lieclums 14 — 20 punkti. Nodalu virsrakstiem — 16 —24 punkti.

Virsraksta beigas punktu neliek.

Starp lielo virsrakstu un tekstu (vai apaksvirsrakstu) jalieto divu pamatteksta rindu intervals.
Jaunaja lappusée jasak visas darba galvenas dalas, bet nodalas un apaks$nodalas turpina rakstit
jau aizsakta lappuse. Lappusi nevar beigt tikai ar virsrakstu, tada gadijuma to sak jauna
lappuseg.

Atteliem numuru un nosaukumu raksta zem attéla, centra. Tabulam numuru raksta virs tas,
kreisaja pus€. Tabulas nosaukumu raksta ar lielo burtu. Aiz tabulas nosaukuma punktu neliek.
Fotografijas ir originalatteli, tapec ickavas japieraksta tas autors un nosaukums.

Darbam nepiecieSama elektroniska versija .pdf (ieteicamakais formats) vai.doc vai .docx
formata.
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