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Kopsavilkums

Ir pieradits, ka zarnu mikrobiota korel€ ar véza attistibu, kas iesp&jams notiek pateicoties
bakteriju arpusSinu vezikulam (BEV). Tacu Sobrid cilvéka mikrobiotas komunikacijas
mehanismu izpéta ar saimnieckorganimsa $tinam ir komplicéta. Ka viena no perspektivakam in
Vitro testa sisttmam $o metozu petiSanai ir zarnas uz ¢ipa (GOC) modelsisteémas. Lidz ar to $§1
darba mérkis ir izveidot GOC modeli, kas lautu kultivét anaerobu cilvéka zarnu mikrobiotu
izdalitu no feécu parauga. Darba laika tika izveidots inovativs GOC modelis, lai kultivétu un
analizetu cilvéka anaerobu mikrobiotu un to BEV. Péc rezultatiem tika secinats, ka ir izdevies
izdalit anacrobu mikrobiotu un ka jaunizveidotie GOC ir pielietojami anaerobas mikrobiotas
BEV pétijumiem.

Atslégas vardi: zarnas uz Cipa, zarnu mikrobiota, baktériju arpusstnu vezikulas, kancerogenéze



Summary

Intestinal microbiota has been shown to correlate with cancer development, possibly
due to bacterial extracellular vesicles (BEV). However, the study of the mechanism of human
microbiota communication with host cells is currently complicated. One of the promising in
vitro test systems for researching these methods is the gut on chip (GOC) model system.
Therefore, the aim of this work is to develop a GOC model that would allow the cultivation of
anaerobic human intestinal microbiota isolated from a faecal sample. During the work, an
innovative GOC model was developed to cultivate and analyze human anaerobic microbiota
and their BEV. The results showed that the anaerobic microbiota was isolated and that the newly
developed GOC were applicable to the BEV studies of the anaerobic microbiota.

Keywords: gut on chip, intestinal microbiota, bacterial extracellular vesicles, cancerogenesis
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Zarnu mikrobiotai un tas produktiem ir kritiska ietekme uz cilvéka veselibu, ta spgj
ietekmét dazadus cilvéka organisma fiziologiskos procesus un dishioze (izmainas mikrobiotas
sastava) korelé ar dazadu slimibu, ka, pieméram, Alcheimera slimibu, diab&ta, reimatiska
artrita un laundabigu audz&ju patogenézi (Cong & Zhang, 2018).

Ir veikti petijumi, kuri pierada, ka cilveéku asinis ir atrodamas zarnu mikrobiotas RNS
(Qian et al., 2018) un BEV (Bacterial extracellular vesicles) (Tulkens et al., 2020) un ka zarnu
mikrobiotas izdalitajam BEV ir loma véza patogenézé un progresésana (Lee, 2019). Tacu
cilvéka zarnu mikrobiota ir sarezgiti pétams objekts, jo to nevar pétit tradicionalajas in vitro
modelsistémas tadel, ka 2D monoslanu $tnu kultiiras nespgj attelot fiziologiskos procesus,
zarnu traktam raksturigo morfologiju un struktiiras, ka arT sist€mas ir statiskas un $tinu kultiira
atri aizaugtu ar baktérijam, kas noved pie $tinu naves. Kamér dzivnieku modelu pielietosana
cilvéka mikrobiotas p&tiSanai ir loti darga un tehniski komplicéta (Qirui Wu u.c, 2020). Ka
viena no perspektivakajam metodeém cilvéka zarnu mikrobiotas p&tniecibai ir zarnas uz Cipa
(GOC) modelsistemas, tacu ta v&l nav pielietota tiesi cilvéka anaerobas zarnu mikrobiotas
izdalito BEV pétisanai (Tulkens et al., 2020).

Lidz ar ko, projekta ietvaros, kura laika tika veikts Sis darbs tiek izvirzita hipotéze -
mikrobiotas komunikacija ar saimniekorganisma Stiinam notiek ar mikrobiotas sekretétajam
BEV un ka tas ir kontroléts process. BEV satura pétiSana lautu atbildét uz jautajumiem par
mikrobiotas un saimniekorganisma savstarp&jo iedarbibu un to iesp&jamo potencialu terapija
vai diagnostika.

Tapéc §1 darba mérkis, lai izpétitu izvirzito hipotézi ir izveidot zarnas uz ¢ipa modeli,
kas lautu kultivet anaerobu cilvéka zarnu mikrobiotu izdalitu no fécu parauga.

Darba uzdevumi:

Zarnas uz ¢ipa (GOC) in vitro modelsistémas izveide

GOC funkcionalizéSana ar Caco-2 un HUVEC stabilajam $tinu linijam
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1. Literatuiras apskats

1.1 Cilveka zarnu un zarnu mikrobiotas funkcijas

Cilvéka zarnu trakta garums var sasniegt pat 15 metrus un tas ietver cilvéka zarnu
mikrobiomu, kas ir mikroorganimsu génu kopums, kur$ satur vairak neka 9 miljonus génu no
aptuveni 100 triljoniem Siinu - gan prokariotiem, gan eikariotiem, gan virusiem (Cong and
Zhang 2018). Cilvéka zarnu trakts ir viens no galvenajiem metabolisma jeb vielmainas
regulatoriem, veicot tadas svarigas funkcijas ka glikozes un lipidu metabolismu, sintez&jot vai
degrad€jot dazadas taukskabes, trigliceridus, ka art holesterolu (Schoeler and Caesar 2019).
Zarnu trakts piedalas ari vitaminu uznemsSana. Piem@ram, cilvéka organisms nevar sintezet
tadus vitaminus ka vitaminu K un E. So vitaminu uznemsana notiek pateicoties uznemta édiena
absorbcijai zarnas (Yamanashi et al. 2017).

Pats zarnu trakts sastav no vairakam zarnu dalam. Tieva zarna iedalas Itkumainaja,
tukSaja un divpadsmitpirkstu zarna (Collins, Nguyen, and Badireddy 2021), savukart resna
zarna iedalas tuvaja, talaja, S zarna, taisnaja zarna un resnas zarnas sakuma atrodas ar1 akla
zarna jeb apendikss (Kahai and lobo 2019).

Uzturvielu $kel3ana un absorbcija ir tievas zarnas galvena funkcija. Skel3ana un
absorbcija sakas divpadsmitpirkstu zarna (duodenum), cukuru, aminoskabju un taukskabju
uzsiikSana turpinas tukSaja zarna (jejunum), savukart uzturvielas, kuras nav uzstkusas
divpadsmitpirkstu zarna vai tukSaja zarna, ka pieméram, B12 vitamins, tiek uzsiiktas
likumainaja zarna (ileum) (Collins, Nguyen, and Badireddy 2021). Resnas zarnas primaras
funkcijas ir Gdens un elektrolitu absorbéSana, ka ar1 fe€u forméSanas un virziSanas procesu
koordinésana (Azzouz LL et al., 2021).

Viena no svarigakajam zarnu epitélija veidotajam struktiram ir barkstinu struktiiras.
Barkstinu un mikrobarkstinu strukturas ir unikalas strukturas, lai nodroSinatu virsmas laukuma
palielinasanos zarnas (Kwon et al., 2020). V&l viena svariga zarnu epitélija veidota struktiira ir
kripti. Zarnu epitélijs ir sakartots barkstinu un kriptu struktiiru veidojosas vienibas (1A un 1B
att€ls). Kriptu veidojosas Sunas ir nepartraukti dalosas cilmes $tinas, kas nodro$ina zarnu
epitéliju veidojoSo $unu tipu diferencésanos (Bonis et al., 2021). Kriptu, barkstinu un
mikrobarkstinu struktiiras ir vitali svarigas zarnu funkcionalitatei.

Zarnu epitélijs satur vairaku tipu $iinas, kuras iedala absorb&josas un sekretgjosas Stinas

(1B attgls).
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l.attels. A — Zarnu barkstinu immunohistologija ar hematoksilina un eozina (H&E) iezimi. B —
Shematiska kripta, barstinu strukttiras un to veidojoso $tinu att€losana (Lueschow and McElroy 2020).

Figure 1. A — Immunohistology of intestinal vilus and cript H&E stained. B — Schematic represation of
vilus, crypt structures and epithelial cell types (Lueschow and McElroy 2020).

Sekretgjosai Stinu grupai pieder Paneta Stinas, enteroendokrinas §tinas un kausinu $tinas
(Goblet cells) (Noah, Donahue, and Shroyer 2011). Paneta $tinas sekreté anti- mikroorganismu
peptidus, ka, pieméram, lizocims, kas ir viens no proteiniem, kas sastopams Paneta $tinu
sekretétajas granulas. Sis granulas tiek izvaditas zarnu limena un talak §is molekulas var
difundét uz glotadas slani, kurs parklaj glotadas epitéliju. Talak tiek veicinata glotadas anti-
mikroorganismu barjera, tadejadi Paneta Stiinu funkcija ir ne tikai sekrécija, bet arT mikrobiotas
lidzsvara un kompozicijas regulacija, ka ar1 aizsargfunkcija pret iespgjamo patogénu iekliSanu
zarnu trakta vidé (Lueschow and McElroy 2020). Kausinu §tnu funkcija ir [idziga ieprieks
min&to Paneta Stinu funkcijam - sekrécija un aizsargfunkcija, tacu janem veéra, ka kausinu $tinu
aizsargfunkcija tiek T1stenota, pateicoties izdalitajam glotam un sekret€tajam mucina
glikoprotetnam MUC2 (Gribble and Reimann 2016), kas ir kausinu $iinu visvairak sekretétais
mucina tips, tacu tiek espreséti ari citi, ka MUCI, MUC3, MUCSAC, MUC17(Y. S. Kim &
Ho, 2010; Pelaseyed et al., 2014). Enteroendokrinas $tinas atrodas kunga-zarnu trakta sakot no
kunga Iidz pat taisnajai zarnai, §Ts sekrécijas $tinas atbild par signalmolekulu sekréciju. Tas spgj
atbrivot hormonus, pieméram seratoninu, kur§ spg kontrolét uznemta €diena daudzumu un
kontrolét insulina izdaliSanos (Gribble and Reimann 2016). Sekret€josas Siinas veic sekréciju
atkariba no atraSanas vietas Kriptu struktiiras, Sis faktors nosaka ari cilmes $tinu diferenciacijas
bridi, virzoties uz augsu pa barsktinu struktiiru (Umar 2010). Cilmes $iinas ir svarigas barkstinu
struktiru atjaunoSanai un bez kripta struktiras tas nebiitu iesp&ams, jo tiesi kripa iekSiené
cilmes Stnas nepartraukti dalas un rada jaunas cilmes Stinas, ko nosaka noteikta §tinu atraSanas
vieta 3D struktiira kopa ar Paneta §tinam, kas talak kltist par zarnu epitéliju veidojoSajam §iinam,

piem€ram, enterocitiem, enteroendokrinajam vai kausinu §tinam virzoties uz augsu pa barkstinu
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strukttiru, kamér Paneta Stnas diferencéjas jau kripta bazeé (Shaker & Rubin, 2010). Ka
absorbgjosais $tinu tips ir enteroctti lidz ar to ta funkcija ir baribas vielu absorbcija zarnu trakta,
kas arT ir viena no svarigajam funkcijam, ko veic cilvéka zarnu trakts. Protams, lai §1 absorbcija
spetu notikt svarigi ir enterocitu kataboliskie enzimi (laktaze u.c), kas ir svarigi molekulu
sadaliSana, lai tas tiktu absorbétas. Enterocitu izdalitie kataboliskie enzimi Skel vienkarSos
cukurus, peptidus, lipidus un citas vielas (Noah, Donahue, and Shroyer 2011).

Barkstinu struktiiras ir svarigas, jo tas ne tikai butiski palielina zarnu virsmas laukumu
absorbcijai, bet starp tdm esoSo glotu slani apdzivo zarnu mikrobiota (Gehart and Clevers
2019). Mikrobiota palidz veikt tadas vitali svarigas funkcijas ka nesagremojamu partikas
sastavdalu sadaliSanu metabolitos, cilvéka zarnu sistémai absorb&jama veida (Heintz-Buschart
and Wilmes 2018). Barkstinu struktiiras ir raksturigas tieSi tievajai zarnai, resnaja zarna tadu
nav, tacu resnaja zarna veidojas mikrobarkstinu strukttiras un galvenokart kripti, kur tiek
sintez€ti mucini un veidojas mikrobiotai piemeéroti apstakli un glotu slanis (Robert J. Washabau
and Michael J. Day, 2013)

95% cilvéka mikrobiotas atrodas zarnas un lielaka dala kopg&jas zarnu trakta mikrobiotas
kolonizg tieSi resn0 zarnu, ta¢u mikrobiota vari€ atkariba no zarnas vietas (Kastl et al. 2020).
Resna zarna satur aptuveni 102 §linu uz gramu zarnu satura, kamér tieva tikai 10° lidz 10® §tinu
uz gramu zarnu satura (Scheithauer et al., 2016).

Ar1 mikrobiotas fermentacijas produkti, pieméram 1so k&zu taukskabes, ir loti butiski
substrati zarnu §inam un ar tiem saista T-$tnu diferenciaciju (Heintz-Buschart and Wilmes
2018). Lielaka dala T-$tinu atrodas audos, kurus kolonizé mikroorganismi, tas atrodamas gan
zarnu epitelija, plausu epitelija, ka ar1 adas epiderma (Dumauthioz, Labiano, and Romero
2018). Zarnas atrodamas T-$tinas satur T-$tinu receptorus, kas spgj reagét uz mikroorganismu
antigéniem, kas veicina zarnu homeostazi un novers sistémisku iekaisumu veidosanos (Heintz-
Buschart and Wilmes 2018).

Zarnu mikrobiota var atSkirties atkariba no etniskas piederibas, geografiska
novietojuma, ka ar1 cilvéka dzivesveida un vecuma. Ka ar1 mikrobiota mainas griitniecibas laika
un zidainiem augot (Cong and Zhang 2018). Veseliga cilvéka zarnu mikrobiota sevi ietver
mikroorganismu gintis ka Bacteroides, Prevotella, Ruminococcus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus, Lactobacillus, the Verrucomicrobia
Akkermansia un Methanobrevibacter smithii, lidz ar to citas dazadas mikroorganismu sugas
mikrobiota var izraisit un ietekm& konkrétas veselibas problémas. Pieméram, parak liels

Clostridia daudzums var liecinat par resnas zarnas vézi (Dominguez-Bello et al. 2019).



Veseliga tievo un resno zarnu glotada, limena zarnu epitélijs ir paklauts “fiziologiskajai
hipoksijai” jeb stavoklim, kur PO2 <10 mmHg. Barkstinu strukttiru pamatne tievajas zarnas ir
piesatinata ar skabekli, savukart barkstinu struktiru apikala dala ir hipoksiska. Skabeklis no
artérijam izklied€jas gar blakus esos$as veénulas asi, radot pakapenisku skabekla Itmena
samazinaSanos un nodroSinot skabekla gradienta samazinasanos virziena uz resno zarnu, lidz
ar to resno zarnu apdzivo triljoniem stingri anaerobo mikroorganismu (Zheng et al., 2015). Sis
skabekla atSkiribas nodroSina mikrobiotas daudzveidibu dazadas zarnu dalas atkariba no to
skabekla tolerances. Ka ar1 hipoksiska vide limena ir kritiski nepiecieSama normalai zarnu
funkciju darbibai, piem&ram, uzturvielu uzsik$anas procesam. Hipoksiju zarnas regulé HIF
transkripcijas faktori, kurus kod€ aptuveni 500 génu ekspresija, kas nodrosSina, pieme&ram, glotu
veidoSanos un antimikrobialu proteinu sintézi (Konjar et al., 2021).

Mikroorganismu dazadiba un tas lidzsvars ir Kkristiski svariga veselas cilvéka
mikrobiotas pazime. Disbioze ir izjaukts mikrobiotas lidzsvars. Biezi tas ir mikrobiotas
daudzveidibas izmainas un oportiinisko patogénu skaita palielinasanas (Thursby and Juge
2017). Oportunistiski patogéni var pielagoties pacienta veselibas stavoklim jeb tie ir
mikroorganismi, kuri var kliit par oportiiniskiem patog€niem, piem&ram, ja cilvéka organisms
ir novajinats, slimibu gadijumos, infekciju, p&c antibiotiku terapijas vai imiindeficita gadijuma.
Tie var paradities, pieméram, no cilvéka organismam raksturigiem mikroorganismiem ka,
piemé&ram, Streptococcus (Brown, Cornforth, and Mideo 2012).

Mikrobiotas disbioze un tas parnems$ana ar oportiiniskajiem patogéniem, pieméram,
Enterococcus gints mikroorganismiem biezi ir sastopama hroniska pankreatita gadijuma.
Pankreatita gadijuma oportiiniskie patogéni savairojas tiesi bridi, kad tas palicis hronisks un
organisms ir novajinats. Ta ka §ie opurtiiniskie patogéni mikrobiota ir vairakuma un ir zarnu
disbioze, tie netrauceti var noklut citas zarnu trakta vietas un turpinat vairoties, kas talak var

novest pie citu slimibu veidosanas (Frost et al. 2020).

1.2 Mikrobioma ietekme uz veéza attistibu

Disbioze ir iesaistita arT dazadu audz&ju, ka kunga, zarnu, kriits, aizkunga dziedzera
attistiba un korel@ ar ta malignitati (Sheflin, Whitney, and Weir 2014).

Izmainita zarnu mikrobiota ir iesaistita galvenajos kancerogenézes posmos, audz&ju
veicino$a iekaisuma, izmainita imtnreakciju atbilde, angiogenézg, audz&ja augSana un attistiba,
ka arT kancerog€nu metabolitu veidosana. Zarnu disbioze veicina arT patogéno mikroorganismu

sugu invaziju un augsanu, lidz ar to trauc€ glotadas barjeras homeostazi (Nasr et al., 2020).
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Pacientiem ar resnas zarnas vezi biezi ir konstatéta mazaka mikroorganismu
daudzveidiba un Clostridia gints mikroorganismu parpilniba, kas 1idz ar to tiek identificéts ka
viens no iesp&jamajiem c€loniem §1 véza attistiba (Cong and Zhang 2018). Mikrobiotas
korelacija ar resnas zarnas v€zi svarigs ir ari Streptococcus mikroorganismu palielinats
daudzums mikrobiota, kas nozimé risku saslimt ar resnas zarnas vézi, pieméram, Streptoccocus
bovis infekcijas gadijuma (Cong and Zhang 2018). Ka ari pétijuma ar pacientiem, kuriem ir
konstatets resnas zarnas vézis ir redzama $1 sakariba, jo ieglitajos audzgja audos Streptococcus
gallolyticus skaits ir lielaks neka normala zarnu epitélija glotada. Sobrid nav zinams ka §
korelacija tiesi ictekm@ resnas zarnas véza veidosanos (Alhinai, Walton, and Commane 2019).

Kamér zarnu disbioze un gastrointestinalo vézu veidoSanas korelacijas var bt
skaidrojamas ar tieSu mikroorganismu mijiedarbibu starp saimniekorganismu §tinam, tad citu
audzg&ju veidoSanas procesa iesp&jami ir iesaistiti citi procesi. Ka viens no tiem varétu biit zarnu-
smadzenu ass jeb Gut-brain axis komunikacija, kas notiek, pateicoties bakteriju atvasinatajiem
starpproduktiem, tadiem ka 1so k&zu taukskabes, sekundaras zultskabes un triptofana
metaboliti. Tie var izplatities Skeérsojot zarnu barjeru, noklistot kopgja cirkuacija. Ir iesp&jama
ar asins-smadzenu barjeras SkérSos$ana. Ja ir konstatéta asins-smadzenu barjeras disfunkcija tie
spgj ieklit smadzenu audos, kas izraisa neirologiskus bojajumus un var veicinat
neirodegenerativu slimibu ka Alcheimera slimibas veidoSanos, jo §is barjeras galvena funkcija
ir noverst neirotoksisku komponentu un patogénu ieklisanu smadzengs, ka ar1 regulét molekulu
iekl@iSanu centralaja nervu sisteéma, uzturot kontrolétu neironu vides kimisko sastavu (Nation et
al. 2019).

Zarnu-smadzenu ass nav vienigd ar ko saista mikrobiotas un slimibu veidoSanas
korelaciju. Mikrobiotas ietekmé uz véza attistibu svariga ir ari Gut-cancer axis. Gut-cancer axis
sazinas cela svarigi ir zarnu mikrobiota esoSie mikroorganismi, kas veicina kancerogenézi,
1izmantojot toksiksus metabolitus. Kancerogénie bakteériju metaboliti var rasties no nesadalita
uznemta €diena vai no tieSi raZotiem toksiniem, ka dazadi lipopolisaharidi vai aknu-Zults
metaboliti. Uzturam ir liela ietekme uz kancerogénu veidoSanos un to talako ietekmi.
Piem@ram, zultskabes, kuras nav tikuSas absorbétas kait€ bakteriju Siinu sieninai un
aizsargajoties baktérijas parveido $is zultskabes, pieméram holskabi par dezoksiholskabi, ko
tiesi asocié ar kancerogenézi (Javed et al. 2020).

Zarnu mikrobiotas disbioze ir cieSi saistita arT ar kunga véza patogenézi. Kunga véza
pacientiem novérota mikrobiotas disbioze un palielinats Peptostreptococcus stomatitis,
Streptococcus anginosus u.c mikroorganismu skaits, lai gan nevar zinat, kuri konkrétie

bakteriju celmi ir iesaistiti kancerogenézg, jo ir atseviski bakteriju celmi, kuri var bt parejosi
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un nav ilgstosi sastopami zarnu mikrobiotas sastava (Liu et al., 2021).

Sobrid tiek pétita ari estrogéna korelacija ar kriits véZa attistibu un mikrobioma ietekme
uz estrogéna metabolismu. Ir zindms, ka hormona estrogéna limenis korele ar krits véza
veidoSanos un attistibu. Viena no pétijumiem pacientiem, kuri sanéma ampicilinu ievérojami
palielinajas konjugéto estrogénu daudzums féc@s. Tas izcel zarnu mikrobiotas ietekmi uz
estrogéna metabolismu, kas liecina, ka modificgjot cilvéka zarnu mikrobiotu var ietekmét art
kriits véza patogenézi (J. Chen et al. 2019)

Ka papildus viens no mehanismiem un organoidiem, kas ir iesaistits strapStnu
komunikacija un kacerogenéze, tai skaita starp mikrobiotu un saimniekorganisma $tnam ir
arpussiinu vezikulas (EV). Arpussinu vezikulas (EV) izdala visi tris dzivibas doméni —
eikarioti, baktérijas un arheji (Yang et al. 2018).

Ta ka arvien vairak tiek pétita mikrobiotas funkcionala nozime slimibu progreséSana
svarigi ir pievérst uzmanibu ari mikrobiotas sekretétajam EVS. Bakterijas izdala arpus$tnu
vezikulas jeb BEV — sferiskas membranas apvalka dalinas, kuru izm@rs ir no 20 1idz 400 nm,
kas izplata dalu no sakotng&jas baktgrijas biologiska satura ekstracelularaja vide. BEV parvada
dazadas molekulas, tostarp ar membranam saistitus un periplazmas proteinus, fermentus
(pieméram, autolizinus), toksinus, polisaharidus, nukleinskabes (DNS un RNS) un
peptidoglikanus (Toyofuku et al., 2019).

BEV nevar atdalit no eikariotu izdalitajam EV, jo tas parklajas izméros, ka ar1 BEV ir
parak heterogénas sastava, jo nak no dazadiem biogenézes celiem, baktériju celmiem un
augsanas apstakliem (Toyofuku et al., 2019).

BEV, ko izdala baktérijas zarnu liimena, var Skérsot epit€lija barjeru un spgj
mijiedarboties ar dazadam imiino $tnu populacijam (dendritiskajam $tinam, neitrofiliem un
makrofagiem), ka ar1 potenciali izplatities plaSak kermeni ar sisteémisko vai limfatisko
cirkulaciju, lai sasniegtu attalus audus un organus vai pat smadzenes (Chronopoulos & Kalluri,
2020).

Literattra Sobrid daudz informacijas par Siem mehanismiem nav pieejamas, kas biitu
skaidrojams ar o procesu apgriitinato pétiSanu. Pasreiz&jie in vitro modeli nav pieméroti zarnu
fiziologijas, zarnu mikrobiotas un BEV pétiSanal, jo tie nespgj att€lot zarnu patieso morfologiju,
pieméram, barkstinu strukttiru un kriptu veidoSanos, kas ir vieta, kur kolonizé zarnu mikrobiota.
Lidzsingjas modelsistémas ir statiskas, kas ne tikai ierobezo zarnu 3D morfologijas veidoSanos, bet
ar1 nelauj kultivét zarnu mikrobiotu, jo sist€mas aizaugtu ar baktérijam, kas novestu pie $iinu naves
dazu stundu laika. Jamin, ka loti svariga $aja konteksta ir zarnu-asins barjeras veidoSanas, kas ir
viens no potencialajiem mehanismiem ka arpusStnu vezikulas nonak cirkulacija un iesaistas

onkogenézes procesos. LidzSingjie modeli nespgj atdarinat zarnu-asins barjeru, kas izvirzitas
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hipotézes pétisana ir loti svarigi, lai redze€tu ka mikrobiotas BEVs noklist kop€ja cirkulacija.

Runadjot par citam modelsisttmam un dzivnieku modeliem, jamin fakts, ka miisdienas vairak

uzmanibu vérS uz 3Rs (replacement, reduction, refinement) eksperimentu principiem ka péc

iesp&jas samazinat dzivnieku izmantoSanu eksperimentos. Tris principi ir (1) aizvietoSana jeb

apziniga augstako dzivnieku aizstasana ar citu eksperimeta modelsisteému, (2) samazinasana —

dzivnieku skaita samazinasana informacijas iegiiSanas noltukos, (3) pilnveidoSana — nehumanu

procediru smaguma samazinajums dzivniekiem, kuri joprojam tiek izmantoti eksperimentos
(Hubrecht and Carter 2019).

ST briza pielietojamo modelu ierobezojumi un trikumi aprakstiti 1.tabula. Tabula mingto

iemeslu dgl, butu nepiecieSams pétit $os procesus alternativas in vitro modelu sistémas.

1.tabula Lidzsingjo in vitro modelu triikumi un ierobezojumi.

Table 1 Disadvantages and limitations of in vitro models.

Modeli

Trakumi un ierobezojumi

Stnu linijas

(Caco-2, HUVEC)

2D $tnu liniju kultiras ir statiskas un neattaino in vivo procesus,
AugSana SGnu matraci neparada $tinu patieso morfologiju un S§tnu fiziologisko
mijiedarbibu,

(Al-Lamki, Bradley, and Pober 2017)

Dzivnieku modeli

Dargas izmaksas,

3Rs principi,

Filogengtiskas sugu atskiribas, biezi rezultati ir neprezentativi, jo neattaino cilvéka
fiziologiju.

(Qirui Wu u.c,2020)

Ex vivo kultiras

Loti 1ss kultivésanas laiks, 1idz 5 dienam
Dargs un griiti ieglistams paraugs, jo nak no operacijas materialiem
Liela variabilitate starp paraugiem

(Pearce et al. 2018)

Organoidi

Trikst sekundaro audu, kas biitu nozimigi $iinu komunikacija, lidz ar to nevar veidot
zarnu-asins barjeru, jo nav epitélija/endotélija komunikacija

Tiek audzéti statiska vidé,

Griiti izveidot uz aru verstu epitelija apikalo virsmu, kame@r uz iekSu verstai ir griti
pieklat (Al-Lamki, Bradley, and Pober 2017).

Epitélijs tiek kultivéts bez savas dabigas mikrovides (May et al., 2017)

1.3 Organu uz ¢ipa tehnologija

Organi uz ¢ipa (OOC) ir mikrofluidikas Stinu kultiru sisteémas, kas tiek arvien plaSak

pielietotas dazadiem biologiskiem pétijumiem (Qirui Wu u.c, 2020).
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Mikrofluidikas sist€ma ir ierice, kas nodroSina Skidruma plismu caur mikro€ipu, kurs
satur mikrokanalus (Kimura, Sakai, and Fujii 2018). Organu Cipa kanalos tiek audzetas dazadas
Stnu kult@iras un ta ir alternativa citam in vitro p&tisanas metodém. Pateicoties mikrofluidikas
sist€mai, ir iesp&jams kontrolét vidi, kura atrodas Siinas, mainot koncentracijas gradientu un
sanbides radito mehanisko stresu. Piemé&ram, atveidojot sanbides radito mehanisko stresu
mikrokanalos ir iep&jams attélot stresu, kads ir zarnu lumena un kapilaros, kuri nodroSina asins
piegadi zarnu traktam in vivo (Qirui Wu u.c, 2020). So metodi var izmantot dazadu $tnu
kultivéSanai un pétit vairakas organu sist€mas, pieméram, plausu, zarnu, aknu, nieru, sirds u.c
(Qirui Wu u.c, 2020). ST darba ietvaros tiks pétiti tie§i zarnu un asisnvadu barjeras audi.
Atsaucoties uz darba méerki tiek veidots organu Cips, kura viens kanals satur endotélija, otrs
zarnu epitélija $iinas, tadgjadi veidojot zarnu-asins barjeru (2.attéls). Mikrokanali sava starpa
tiek atdaliti ar porainu membranu, nodro§inot abu $tinu liniju komunikaciju un barjeras
veidoSanos (Yang et al. 2018).

Kultivgjot §tinas OOC ir iesp&jams novérot zarnam raksturigo morfologiju — barkstinu
un kriptu strukttiru veidosanos (Yang et al. 2018). Barkstinu struktiiras veidojas, pateicoties
mehaniskiem stimuliem, pieméram, pliismas raditam stresam. MikrocCipa kanalos esosa pliisma
aizskalo DKK-1 (Dickkopf-1) inhibitoru, ko $Gnas razo ka autokrino signalu. DKK-1 ir
inhibitors Wnt signalcelam, kas ir nepiecieSams zarnu struktiru veidoSanas procesam.
P&tijumos ir pieradits, ka kultiv§jot Caco-2 jeb kolorektalas adenokarcinomas $tnu Itniju DKK-
1 klatbiitn tiek inhib&ta 3D $tnu strukttru veidoSanas un diferenciacija(Creff et al., 2021), ko
nosaka diferenciacijas markieru ka Villin ekspresijas palielinaSanas vai samazinasanas.
Atjaunotot pluismu 3D S§tnu augSana tiek atsakta jau pec 24h, pateicoties aizskalotajai
antagonista funkcijai(Shin et al., 2019). Caco-2 $tnu linijas kultivéSana zem pliismas veicina
arT mucina sekréciju (Shim et al. 2017). Lai gan barkstinu strukttiras sastopamas tikai tievaja
zarna, resnaja zarna veidojas tam lidzigas struktiras jeb mikrobarkstinas, un ir sastopami arl
kripti un mucina sekrécija (Robert J. Washabau and Michael J. Day, 2013) Starp barkstinu
struktiram esoSais glotu slanis ir vieta, kur kolonizé baktérijas un ir sastopamas to izdalitas

BEVs (2.attels) (Gehart and Clevers 2019).
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2attels. Shematiska GOC ilustracija.

Figure2. Schematic ilustration of GOC.

Par galvenajam OOC prieksrocibam tiek uzskatita nepartraukta plismas nodroSinasana
un iespgja kontrolét vidi, 3D Stnu struktiru veido$anas un organu raksturigas in Vivo
morfologijas att€losana in vitro, Stnu kokultivéSana un barjeras veidoSanas, mikrobiotas
kultivésanas iesp&jas (May et al., 2017). Nemot véra OOC tehnologiju prieksrocibas, ka ari
iepriek§ aprakstitos trikumus citam in vitro modelsisttmam OOC ir laba alternativa $Tm
modelsisttmam un tiks izmantota darba ietvaros.

OOC modelu kultivésana svarigakais instruments ir mikrofluidikas sist€mas, kas spgj
nodroSinat Skidruma pliismu mikrocipa kanalos vairakos veidos, tie iedalas aktivos un pasivos.

Ka aktivie plismas nodro§inasanas veidi ir peristaltiskie stikni, spiediena sist€mas un
Slirces stikni, ka pasivie ir, pieméram, gravitacija vai hidrostatiskais spiediens. Aktivie pliismas
nodroSinasanas veidi tiek izmantoti biezak, un galvenokart visas organu uz ¢ipa sist€mas balstas
un §lirces stikniem, peristaltiskajiem stikniem vai spiediena sistémam, katrai sisteémai ir savas
priekSrocibas un trakumi, kas ir apkopoti 2.tabula, balstoties uz iepriek$¢jiem pétijumiem
(Garcia et al., 2018), (Schneider et al., 2021) un mikroflidikas iekartu razotaju apkopojumiem
(https://www.mimetas.com/en/our-technology/,https://www.fluigent.com/resources-
support/expertise/expertise-reviews/what-is-microfluidics/comparison-between-peristaltic-
syringe-and-pressure-pumps-for-microfluidic-applications/).

2.tabula
Aktivo mikrofluidikas sistému prieksrocibas un trikumi.

Table 2
Actively-driven microfluidic system advantages and disadvantages.
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Rocket Slirces siikni | Peristalktiskie Spiediena
perfusion stkni sist€mas
Viegli lietot ++++ +++ ++ +
Nepartraukta - +++ + +4+ 4+
plisma
Plass + ++++ ++++ ++ 4+
plusmas
atruma
spektrs
Piemé&rots ++++ ++ + + + +
inkubatoram
Neietekme ++++ + - +
cirkulgjosas
S$iinas
Izmaksas ++++ +++ ++ +

Lidz $im ir pieejamas arT dazadas iekartas GOC kultivésanai, izplatitakas OOC iekartas
GOC kultivesanai ir veidotas no polidimetilsiloksana (PDMS), jo tas ir vieglak prototip&jams
(Lamberti et al., 2014). S1 darba ietvaros tiek veidots un parbaudits jauns modelis, kas veidots
bez PDMS poliméra, izmatojot OSTE (Off-Stoichiometry Thiol-Enes) un COC (Cyclic olefin
copolymer) polimérus, kas ir potenciali labaki mikrobiotas pétniecibai, j0o neabsrobé mazas
molekulas un nodrosina skabekla gradienta veido$anos un anaerobus apstaklus (Rimsa et al.,
2021). Bez PDMS poliméra iekartam ir daudz vairak prieksrocibu salidzinajuma ar PDMS
iekartam galvenokart, jo PDMS ir gazu caurlaidigs materials (Lamberti et al., 2014)un gazu
necaurlaidiba konkréti §im eksperimentam ir loti svariga, pretgja gadijuma nav iesp&jams
izveidot nepiecieSamo skabekla gradientu starp epitélija un endotélija kanaliem anaerobas
mikrobiotas kultivésanai GOC (Konjar et al., 2021), ka ari PDMS ir licla mazo molekulu
absorbcija. Viens no veidiem ka zarnu mikrobiota spgj ietekmét cilvéka fiziologiju un slimibu
patogenézi ir netikai ar BEV, bet arl ar dazadiem metabolitiem un hormoniem lidzigam
bioaktivam molekulam ka reaktivétiem estrogéniem, 1so k&zu taukskabém un
litoholskabeém(Chen et al., 2021) un npemot véra lieclo PDMS poliméra mazo molekulu
absorbcijas TpaSibas, tas nav piemeérots mikrobiotas analizei. Bez PDMS poliméra OOC iekartas
izveidoSana lautu 1stenot darba mérki un uz izveidotas GOC modelsisteémas lautu kultivét no

fécu paraugiem iegiito anaerobo mikrobiotu.
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2.Materiali un metodes

2.1 Materiali, reagenti un iekartas

2.1.1 Izmantotas Siinu kultiiras

Caco-2 (ATTC kods — HTB-37)

Stinu Iinija iegita no American Type Culture Collection, ASV (ATCC). Ta ir cilveka resnas
zarnas kolorektalas adenokarcinomas epitélija §@nu linija, kas iegita no virie$a. Sianu
dubultosanas laiks ir aptuveni 62 stundas. Stinu kultiras audz&$anai izmanto 5. tabula eso3as

barotnes sastavu.

HUVEC (ATTC kods — CRL-1730)

Stinu Iinija iegiita no American Type Culture Collection, ASV (ATCC). Ta ir cilvéka nabas
saites asinsvadu endotélija §tinu Iinija, kas iegiita no viriesa. Stinu dubultoanas laiks ir aptuveni

27 stundas. Stinu kultiiras audzesanai izmanto 6. tabula eso3as barotnes sastavu.

2.1.2 Materiali

3.tabula
Materiali

Table 3
Materials

CryoPure Tube with Internal

Kriostobri Thread and Print, Yellow Cap

Assembled, 1.6ml

Sarstedt, Vacija

1,5ml mikromégenes

Eppendorf safe-lock micro test
tubes 1.5ml

Eppendorf, Austrija

15 ml stobrini

Sarstedt Inc Tube 15 ml

Sarstedt, Vacija

50 ml stobrini

Sarstedt Inc Screw Cap Tube,
50ml

Sarstedt, Vacija

40 um filtri Bioswisstec premium cell Bioswisstec AG, Sveice
strainer, 40 pm
Nitrila cimdi Mitrylex® beFree long MERCATOR MEDICAL SA,

Polija

Mikropipetes uzgali ar filtru

Biosphere Filter Tips, 1000 uL

Sarstedt, Vacija

Biosphere Filter Tips, 200 uL

Sarstedt, Vacija

Biosphere Filter Tips, 10 pL

Sarstedt, Vacija

1 ml medicinas Slirce

Injekt®-F Fine dosage syringe.
Size = 1ml. graduation intervals
0.01ml. made of
polypropylene/polyethylene.
green plunger. box of 100pcs
sterile

B Braun, Vacija
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Sinu kultiiru saldésanas kastite ar

izopropanolu

Mr.Frosty™Freezing Container

Thermo Fisher Scientific, ASV

5 ml serological pipette

Sarstedt, Vacija

Serologiskas pipetes

10 ml serological pipette

Sarstedt, Vacija

25 ml serological pipette

Sarstedt, Vacija

IPipesu dozators

S1 pipett filler

Thermo Fisher Scientific, ASV

IPapira lenta

Masking tape Spino 60°C
48mmx50m, white paper

Multipack, Latvija

96 bedrisu plates adherentai Stinu
audzeSanai ar parklajumu

Corning® 96-well Flat Clear
Bottom  Black Polystyrene
TC-treated Microplates

Corning Life Sciences,
INTderlande

Caurule mikrofluidikai no PTFE

PTFE  Tubing spare roll,
ieksgjais diametrs 1/32, argjais
1/16

Darwin Microfluidics, Francija

Caurule mikrofluidikai no
poliuritana poligtera

Polyurethane PU Tubing,
ick$Gjais  diametrs  2.5mm,
argjais 4mm

Darwin Microfluidics, Francija

IPTFE blivgjosa lenta

PTFE sealing tape

Darwin Microfluidics, Francija

Manuals varsts PEEK caurulem

Shut-off-valve

Darwin Microfluidics, Francija

Mikrofluidikas portu aizsprosts

Microfluidic plugs, 1/4 “28 vitne

Darwin Microfluidics, Francija

Mikrofluidikas savienojumi ar 1/4
28 vitni paradzeti 1/16" caurulem

Microfluidic Fittings 1/4"-28 Kit
to 1/16"

Darwin Microfluidics, Francija

Skravejams vacin$ mikrofluidikas
caurulu pievienosanai ar 3 izejam

Microfluidic Reservoir for 50 mL
Falcon Tube

Darwin Microfluidics, Francija

Cinkotas skriives

Head Bolt Zinc-Plated Steel
M4 x10

SUKI international GmbH,
'Vacija

Filtrs 0.02um

\Whatman Anotop 25mm Syringe
Filter 0,02 um

GE healthcare life sciences,
IASV

Mikrofuidikas §lir¢u adatas ar tupu
galu

Blunt-end Luer Lock Syringe
Needles

Darwin Microfluidics, Francija

Organu uz ¢ipa un varstu turétajs

Veidots no ABS un PMMA
polimériem, satur 3 dalas

Latvijas universitates Cietvielu
uz

fizikas institiits, izgatavojis
Roberts Rimsa

IPDMS organu Cips

Dubulkanalu PDMS poliméra
organu ¢ips 4 organiem

Latvijas universitates
Cietvielu uz fizikas institiits

OSTE/COC organu ¢ips

Dubulkanalu OSTE/COC
poliméra organu Cips 4 organiem

Latvijas universitates
Cietvielu uz fizikas institiits

Plusmas sadalitajs ar 1 ieeju un 4
izejam, paredzets PEEK 1/16”

Manifold 5 port

savienojumiem

Darwin Microfluidics, Francija
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8 Slircu metala adapteris

Paredzgts 8§ slirCu ievietoSanai
Slirces sukni

Latvijas Biomedicinas petijjumu
un studiju centrs, Janis Ziemelis

Vakuuma filtracijas iekarta, 0,2um
500mL

Filtropur V50, Vacuum filtration
unit 500 ml, PES, 0,2um

Sarstedt, Vacija

IPapira salvetes

Hand towel roll S2

Katrin, Somija

Parafilma

Parafilm M

Bemis flexible packaging, ASV

IKoncentrésanas filtru stobrini

Amicon Ultra 3k 0.5 mL

Merck Millipore Ltd.,

Centrifugal Filters \Vacija
Amicon Ultra 100k Centrifugal |Merck Millipore Ltd.,
Filters \Vacija

Mikropipetes

Eppendorf Micropippete 1000 pl

Sigma-Aldrich, ASV

Eppendorf Micropippete 200 pl

Sigma-Aldrich, ASV

Eppendorf Micropippete 100 pl

Sigma-Aldrich, ASV

Eppendorf Micropippete 20 pl

Sigma-Aldrich, ASV

Eppendorf Micropippete 10 pl

Sigma-Aldrich, ASV

Slirces divdaligas 2ml

Disposable syringes
BD Discardit™ II, 2 ml

BD Becton Dickinson, ASV

Stinu matracis adherentam Sanu
kulttiram

25 cm?2 TC flask, stand., vent.

Sarstedt, Vacija

75 cm?2 TC flask, stand., vent.

Sarstedt, Vacija

175 cm2 TC flask, stand., vent.

Sarstedt, Vacija

2.1.3 Iekartas un datorprogrammas

4.tabula
Iekartas un datorprogrammas

Table 4
Devices and equipment

Iekarta

Apraksts

RazZotajs

Stinu kultiru CO2 Inkubators

Sanyo CO2 incubator, MCO-
5AC

Sanyo Electric Co., Ltd.,
Japana

Hipoksijas CO2 inkubators

Sanyo multi-gas co2/02
incubator, MCO-18M

Sanyo Electric Co., Ltd.,
Japana

Nanodalinu izsekoSanas iekarta

NanoSight NS300

Malvern, Lielbritanija

Dalinu izméra, Zeta potenciala un

molekulmasas analizators (ZetaSizer)

Zetasizer Nano ZS

Malvern Instruments Ltd.,
Lielbritanija

Vortekss tipa maisitajs

\Vortex genie 2

Scientific Industries, ASV

Bio Vortex V1

Biosan, Latvija

Microspin FV-2400

Biosan, Latvija

IAutoklavs

Labo MLS-3020U

Sanyo, Japana

Skidra slapekla djuars

MVE cryosystem 6000

Chart, ASV

Laminaras pliismas kabinets

Biowizard

KOJAIR, Somija

Telstar AV-100

Telstar, Lielbritanija
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Magnétiskais maisitajs

Labmixer Magneti stirrer

Labotek, Danija

Ledus bloks

Eppendorf® PCR Cooler,
iceless

cold storage system for 96 well
plates and PCR tubes

Eppendorf, Italija

Udens vanna

T100
Heated
Circulating Bath

Optima

Grant, Lielbritanija

Vakuuma atstic€js Skidrumam

TOBI  CLINIC SUCTION
ASPIRATOR with 2x4 | jars

Gima S.p.A, Italija

Velkmes skapis

Fume cupboard

Ezermester ISZ, Ungarija

Mikroskops Leica ICC50 HD Leica, Vicija
Konfokalais lazerskengjosais Leica TCS SP8 MP . .
Mikroskops Leica, Vacija

Udens attirisanas iekarta

Milli-Q Synthesis A10

Millipore, ASV

Gorjajeva kamera

MenpeMKOMILIEKT

Krievija

Ledusskapis

FR240-1501A+

Snaige, Lietuva

Saldetava F100-1201A . .
Snaige, Lietuva
Elektroniskie svari Kern 360-3 Kern&Sohn, Vacija
Kern 440-33 Kern&Sohn, Vacija
Centrifugas o702 Eppendorf, Italija
415D Eppendorf, Italija
Slircu stknis Syringe pump Baoding Shenchen precision
pump CO, Kina
Kelvinators MDF-U53V -
Sanyo, Japana
Datorprogrammas LAS X 3-D Viewer

Leica, Vacija

Zetasizer Software v7.11

Malvern Panalytical

NanoSight NTA Software
v3.0

Malvern Panalytical

Image] V1.53e

ImageJ

Paint NET 4.2.16

dotPDN, LLC
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2.1.4 Reagenti

5.tabula
Reagenti

Table 5
Reagents

Reagenti un izejvielas

RazZotajs/Produkta kods

GutAlive fecu paraugu ievaksanas konteiners

MicroViable Therapeutics, Spanija

iZON kollonas izmeru izslégSanas hromatografijai

iZON, Jaunz€lande. SP5

Fosfatu fiziologiskais buferskidums (PBS)

Thermo Fisher Scientific, ASV. BP2944-
100

Dulbecco modificéta Eagle barotne (DMEM/F-12) ar L-
glutaminu

Termo Fisher Scientific, ASV. 31330095

Liellopu augla serums (FBS)

Merck KgaA, Vacija. F7524-500ML

Primocins antimikobiala piedeva (50mg/ml)

Invivogen, ASV. Ant-pm-2

96% Etanols

Biodegviela, Latvija

Tripsins EDTA $kidums 10x (2,5%)

Santa Cruz Biotechnology, ASV. SC-
391060

Dimetilsulfoksids (DMSO)

Thermo Fisher Scientific, ASV. 85190

IV tipa kolagéns 0,5mg/mL no cilvéka placentas

Sigma-Aldrich, ASV. C5533-5MG

Paraformaldehida pulveris 97%

Sigma-Aldrich, ASV. A11313

Glicerols

Merck KgaA, Vacija. 56-81-5

DAPI krasviela $unu kodoliem

Thermo Fisher Scientific, ASV. D1306

Triton-x-100 10%

Merck KgaA, Vacija. 93443-100ML

Liellopu seruma albumins (BSA), pulveris

Termo Fisher Scientific, ASV. BP9700100

1M natrija hidroksids NaOH 98%

Merck KGaA, Vacija. 30620-1KG-M

Salsskabe HC1 37%

Merck KGaA, Vacija. 30721-1L-M

IDimetilformamids

Merck KGaA, Vacija. 319937

Cascade blue hidrazids, trinatrija sals

Thermo Fisher Scientific, ASV. C687

EGM™-2 Endotglialo Stinu augsanas barotnes komplekts

Lonza, Sveice. CC-3162

Laminins no cilvéka fibroblastiem

Sigma-Aldrich, ASV. L4544-100UL

[Fibronektins no cilvéka plazmas

Sigma-Aldrich, ASV. F2006-1MG

LIVE/DEAD™ BacLight™ baktgriju dzivotsp&jas
noteik$anas komplekts mikroskopijai

Thermo Fisher Scientific, ASV. L7007

Dietil-pirokarbonats (DEPC)

Sigma-Aldrich, ASV. 40718-25ML

Skim milk powder for microbiology

Sigma-Aldrich, ASV. 70166-500G

Saharoze

Sigma-Aldrich, ASV. S0389-5KG

Trehaloze

Sigma-Aldrich, ASV. T9531-10G

Kalcija hlorida heksahidrats

Sigma-Aldrich, ASV. 21108-500G

Magnija hlorida heksahidrats

Sigma-Aldrich, ASV. M2670-100G

Kalija hidroksids Sigma-Aldrich, ASV. 221473-500G
L-askorbinskabe Sigma-Aldrich, ASV. A5960-25G
Urinskabe Sigma-Aldrich, ASV. U2625-25G
Glutations

Sigma-Aldrich, ASV. G4251-10G
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6.tabula
Izmantotas antivielas

antiviela, ekspreséta kazas. Konjugta ar

Table 6

Used antibodies

Antiviela Izmantotais Razotaja RazZotajs
atSkaidijums kods

Anti-ZO-1  poliklonala antiviela 1:50 ab216880  |Abcam, Lielbritanija
ekspreséta trusos
Anti-CD31 monoklonala antiviela 1:200 ah9498 IAbcam, Lielbritanija
ekspreséta peles
Anti-peles IgG poliklonala 1:1000 A11004 Termo Fisher Scientific,
sekundara  antiviela, ekspreséta IASV
lkazas. Konjugeta ar Alexa Fluor 568
Anti-trusa  IgG  poliklonara sekundargl:200 Ab150077  |Abcam, Lielbritanija

Alexa Flour
488

2.1.5 Siinu kultiiru barotnes

7.tabula
Caco-2 stinu Iinijas barotne

Table 7
Caco-2 cell medium

Sakuma Gala koncentracija  [Tilpums 50 ml barotné
koncentracija
DMEM/F12 - - lidz 50 ml
FBS 100% 10% 5 ml
Primocins 50 mg/ml 50 pug / ml 50 ul
8.tabula
Caco-2 bez antibiotiku §tinu Iinijas barotne
Table 8
Caco-2 cell medium without antibiotics
Sakuma Gala koncentracija  [Tilpums 50 ml barotné
koncentracija
DMEM/F12 - - lidz 50 ml
FBS 100% 10% 5 ml
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9.tabula
HUVEC Iinijas barotne

Table 9
HUVEC cell medium

Sakuma

koncentracija

Gala koncentracija

Tilpums 500 ml
barotné

EBM™-2 Basal Medium

l1dz 500 ml

EGM™-2

SingleQuots™ Supplement Pack

;Qh VEGF 5ng/ml

Rh EGF 5ng/ml

Rh FGF-B 5ng/ml
R3-1GF-1 15ng/ml
Heparin — 0.75 units/ml
Hydrocortisone lug/ml
IAscorbic acid 50ug/ml
FBS 2%

0,5ml
0,5ml
2ml

0,5ml
0,5ml
0,2ml
0,5ml

10ml

Primocins

50 mg/ml

500 ug / ml

500 pl

10.tabula

HUVEC bez antibiotiku $tinu linijas barotne

Table 10

HUVEC cell medium without antibiotics

Sakuma

koncentracija

Gala koncentracija

Tilpums 500 mL barotné

EBM™-2 Basal Medium

500ml

EGM™-2

SingleQuots™ Supplement Pack

;?h VEGF 5ng/ml

Rh EGF 5ng/ml

Rh FGF-B 5ng/ml
R3-IGF-1 15ng/ml
Heparin — 0.75 units/ml
Hydrocortisone lug/ml
IAscorbic acid 50ug/ml

FBS 2%

2ml

0,5ml

0,5ml

0,5ml
0,5ml
0,2ml
0,5ml

10ml
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10.tabula
Antioksidantu barotne

Table 10
Antioxidant medium
Koncentracija uz 11 barotnes
PBS 1l
Skimmed milk 10% 100g
Saharoze 10% 100g
Trehaloze 5% 50g
CaCl- 0’1g
MqgCl, 0,1g
KOH 0,69
Askorbinskabe 1g
Uric acid 0,49
Glutations 0,19

2.1.6 Skidumi
) 11.tabula
Skidumu sagatavosana

Table 11
Solution preparation

Skidums PagatavoSana
BSA skidums 1% 1ml 1x PBS izskidina 10mg BSA.
BSA skidums 5% Iml 1x PBS iz8kidina 50 mg BSA.
DAPI pulveri izSkidina dimetilformamida iegiistot
DAPI skidums 1pg/ml koncentraciju 5mg/ml. Iegitajam skidumam pievieno 1%
BSA skidumu ieguistot gala koncentraciju 1pg/ml.
Etanols 70% 366ml 96% etanolam pievieno 135ml destiléta tidens.

Udens vanna uzsilda 80ml 1xPBS lidz 60°C. P&c tam
velkmes skapi pievieno 4g paraformaldehida pulvera. Lai
Formaldehids 4% pulveris izSkistu tam pa pilienam pievieno 1M NaOH. Kad
pulveris ir 1z8kidis to izfiltré caur 0.45um filtru un
pievieno 1xPBS Iidz tiek iegtits 100ml tilpums.

NaOH 1M 100ml destiléta tidens $kidina 4g NaOH pulveri.

11 destileta tidens iz§kidina 5 PBS tabletes. Skidumu

PBS Ix autoklaveé 15 miniites pie +120°C.
Velkmes skap1 1x PBS skidumam pievieno 1 uL. DEPC uz
katru 1 mL PBS buferskiduma. To sakrata un atstaj
DEPC-PBS 1x velkmes skapi uz vienu dienu. Nakamaja diena skidumu

autoklave un filtré caur 0,2 um filtru. Pirms lietoSanas
nepiecieSams nomérit §kiduma pH (jabut pH~7).
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Tripsins-EDTA 1x (0.25%) 9ml 1x PBS skidumam pievieno 1ml 10x tripsina-EDTA.

Triton X100 0,5% 995ul 1xPBS pievieno 5ul triton X100.
Cascade blue 10mg/mL 10mg Cascade blue izskidina 1ml sterila destiléta tident.
2.2 Metodes

2.2.1 Darba drosibas tehnika

Stradajot molekularas biologijas laboratorijas, $tinu boksos ir jaievéro noteikta darba
drosibas instrukcija. NepiecieSams tirs laboratorijas mételis, cimdi un mainas apavi. Stradajot
ar Stinam, pirms darba nepiecieSams dezinficét darba virsmu ar 70% etanolu, ieslédzot Stinu
laminaru nepiecieSams uzgaidit vismaz 10-15min, lai laminars biitu gatavs darbam. Darbu
beidzot ir nepiecieSams darba virsmu notirit ar 70% etanolu un uz 1h ieslegt UV lampu
dezinfekcijai. Utiliz€jot biologiskos atkritumus, nepiecieSams uzvilkt cimdus. Darbibas ar

indigam vai viegli gaistosam vielam (formaldehids) javeic velkmes skapi.

2.2.2 Siinu Kultiiru uzsak$ana

Stnu kultiras tiek uzglabatas kriostobros, $kidraja slapekli (-196 C). Siinas atrodas tam
paredzgeta barotng ar koncentraciju Imilj/ml 1,5ml tilpuma ar klat pievienotu 10% DMSO.

Darbam nepiecieSams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, @idens vanna, 15 ml

stobrini, Stnu kulttiru barotne, 25 cm? $iinu matracis adherentam kultiiram, centriftiga, CO2
Sinu inkubators, mikropipetes uzgali ar filtru, mikropipete, serologiskas pipetes, pipesu
dozators,

Sagatavo darba virsmu laminara un uzliek sildities tidens vannu uz +37°C.

Udens vanna uzsilda izmantojamo barotni lidz +37°C.

10 ml stinu kultaru barotni iepilda 15 mL stobrina.

Kriostobru, ar taja sasalusajam $tinam, atkausét Gidens vanna +37°C.

Notira kriostobru ar 70% etanolu un ienes laminara.

Stinu suspensiju ar mikropipeti no kriostobra 1énam pa pilienam pievieno 15 ml stobrina
esos$ajai barotnei.

2

Iegtito Siinu suspensiju iepilda jauna 25 cm# Stinu matraci.

Uz $tinu matrac¢a virsmas norada Stinu kultiiras nosaukumu, $tnu kultiiras uzcelSanas

datumu un $iinu kulttras pasazu.
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9. Uz $tinu matraca esoso $tinu kultiiru uz 24 stundam atstaj CO2 inkubatora (+37°C, 5% CO2
un 100% gaisa mitruma apstaklos). P&c 24 stundam veic $tinu kulttiras barotnes mainu, lai
aizvaktu apoptotiskas Siinas, nodrosSinatu stabilu pH un Stinu kultiirai nodro$inatu baribas

vielas.

2.2.3 Stinu kultiiras barotnes maina

Barotnes mainu veic vienu reizi divas dienas vai atkariba no barotnes krasas mainas,
balstoties uz fenolsarkano, péc ka barotné var noteikt pH Itmeni.

NepiecieSams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, tidens vanna, §tinu kulttru
barotne, CO2 siinu inkubators, serologiskas pipetes, pipesu dozators.
Sagatavo darba virsmu laminara un uzliek sildities tidens vannu uz +37°C.
Udens vanna uzsilda izmantojamo barotni Iidz +37°C.

Barotni iznem no tidens vannas, notira ar 70% etanolu un ienes laminara.

R

Veco barotni atsiic un uz 1 cm? §iinu matrada platibas, pievieno 0,2 mL jaunu $iinu kultoras
barotni.

o

Uz stinu matraca virsmas norada barotnes mainas datumu.
6. Uz Slinu matraca esoSo Sunu kultiiru ienes CO2 inkubatora (+37°C, 5% CO2 un 100% gaisa

mitruma apstaklos).

2.2.4 Siinu Kkultiiras pasaZas maina

Pasazas mainas nepiecieSamibu verte péc Stinu konfluences. Pie 70-90% Siinu konfluences
ir nepiecieSams veikt pasaZas mainu un $iinas parvietot lielaka Stinu matraci vai liekas Stinas
1zmest ara, pretgja gadijuma Stinu kultiira aizaugs un tam nebiis vietas, kur dalities, jo pie 100%
konfluences Siinas ieiet augSanas plato faze un parstaj dalities.

NepiecieSams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, tidens vanna, 15 vai 50 ml
stobrini, $tinu kultliru barotne, tripsinstEDTA, 1xPBS, 25/75/175 cm2 §inu matracis
adherentam kultiram, centrifuiga, CO: Stnu inkubators, mikropipetes uzgali ar filtru,

mikropipete, serologiskas pipetes, pipesu dozators.
1. Sagatavo darba virsmu laminara un uzliek sildities Gidens vannu uz +37°C.
2. Udens vanna uzsilda izmantojamo §tinu barotni, EDTA tripsinu, un 1xPBS lidz

+37°C.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

No @idens vannas iznem §iinu barotni, tripsinu, tripsina inaktivacijas barotni, PBS, notira ar 70%

etanolu un ienes laminara.

Atstic Stnu kultiiras veco barotni.

Stinu kultiirai uz 1 cm2 $iinu matrada platibas, pievieno 0,2 mL 1xPBS, un viegli Siipojot lauj
PBS parklat stinas, tas nepiecieSams, lai PBS noskalotu pari palikuso barotni, kas ir svarigi, jo
barotné esosais serums (FBS) inaktive tripsina darbibu.

Atstic 1XPBS no $unu kultaras.

Stinu kultdirai pievieno uz 1 cm? §inu matrada platibas 40 uL1x EDTA tripsinu, EDTA ir
svarigs, lai atbrivotos no Ca un Mg joniem, tadgjadi tripsins var efektivak hidrolizet specifiskos

proteinus.

Uz $tnu matraca esoSo $iinu kultiiru ievieto CO2 inkubatora (+37°C, 5% CO2 un 100% gaisa
mitruma apstaklos) uz 3 minitém. Saja laika perioda notiek tripsina iedarbo$anas un §iinas tiek
norautas no $tinu matrac¢a virsmas, Stinu kultiiru ar pievienoto tripsinu nepieciesams ievietot 37
gradu temperatiira, jo §1 ir temperatiira, kad tripsinam ir vislabaka aktivitate.

Uz §tinu matraca eso$o Stnu kultiiru iznem no CO2 inkubatora un parbauda mikroskopa vai
Sinas ir atravu$as no $tnu matraca un brivi peld. Ja $tinas vél nav atravusas, §tinu matraci var
veél uz 3 miniitém inkubét §tinu inkubatora.

Stinu kultiirai barotni pievieno 3x vairak neka tika pievienots tripsins.

Stinu suspensiju No §inu matrada atsiic un ievieto 15 vai 50 ml stobrina.

Stobrinu ar $tnu suspensiju centriftigé 5 minttes pie 300 g.

Uzmanigi atstic un izmet stobrina eso$o supernatantu, nepieskaroties $tinu nogulsném.

Stobrina esosas Stinu nogulsnes uzjauc jauna barotné.

legiito Siinu suspensija parnes lielaka Stinu matraci. Ja tieck izmantots tadda pasa izmeéra Stinu

matracis ka ieprieksgjais, tad Stinas drikst ienest arT iepriek§€ja Stinu matraci, bet

nepiecieSams dalu no §inam atstikt un izmest, lai izvairitos no parlieku lielas §tinu konfluences.
Uz §tinu matraca virsmas norada veikto pasazu kopskaitu un pedgjas veiktas pasazas datumu
un $tinu kulttiras nosaukumu.

Stinu kultdiru ienes CO2 inkubatora (+37°C, 5% CO2 un 100% gaisa mitruma apstaklos).
Nakamaja diena nomaina barotni, lai atbrivotos no S§tinam, kas gajusas boja parsésanas procesa.
Tas nepiecieSams, lai mazinatu barotné esoSo apoptotisko Siinu skaitu, kas var ietekmét dzivo

Stinu fiziologiju.
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2.2.5 Siinu skaiti$ana ar Gorjajeva kameru

Nepieciesams: Gorjajeva kamera, mikropipetes uzgali ar filtru, mikropipete,

mikroskops, darbam sagatavots laminars, 70% etanols.

Lai varétu veikt $@inu skaiti§ana ar Gorjajeva kameru, nepiecie$ams sekot “Sanu kultiiru
pasazas maina” protokolam Iidz 11. solim (ieskaitot).

Gorjajeva kameru (3B attéls) nosedz ar segstiklinu un parliecinas, ka starp segstiklinu un
kameras skaitamo rami, nav redzami gaisa burbuli.

Stinu suspensiju, kas atrodas tripsina un inaktivacijas $kiduma sapipetg, lai iegiitu homogénaku
suspensiju un 20 pL no tas uznes Gorjajeva kameras dala, kur atrodas segstiklina mala. Lauj
Stnu suspensijai iesiikties 11dz skaitiSanas ramim.

Stinas skaita viena lielaja kvadrata, kas sastav no 5x5 maziem kvadratiem (3A attels) — ievilkts
ar sarkanu Iiniju. Stinu izvietojums Gorjajeva kamera attélots 3C attéls). Stinas, kas atrodas uz
armalam, skaita tikai uz kreisas un apaksgjas malas.

Lai ieglitu Stinu skaitu mililitra, Stinu skaitu 5x5 lauka reizina ar atSkaidijumu (104 ). SkaitiSanu

veic vismaz 5 laukos un talakiem aprékiniem izmanto vid&jo vertibu.

3.attels A — Gorjajeva kamera, sarkanais laukums reprezenté Imm? . B - Gorjajeva $iinu skaiti$anas
kamera zem EVOS M5000 mikrokskopa. C — Gorjajeva stinu skaitiSanas kamera EVOS M5000
mikroskopa 40x

palielinajuma.

Figure 3. A — Gorjajev chamber, red square represents 1mm?2. B — Gorjajev chamber under EVOS
M5000 microscope. B — Gorjajev chamber with 40x magnification in EVOS M5000 microscope.

2.2.6 Siinu Kkultiiru iesaldéSana

Lai $tinu kultiiras saglabatu izmantoSanai nakotng, tas nepiecieSams iesaldét un uzglabat
kriostobros skidraja slapekli.
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Nepieciesams: Skidra slapekla djuars, kelvinators, darbam sagatavots laminars, 70%
etanols, tripsina inaktivacijas barotne, tripsins, PBS, DMSO, stinu kultiiru barotne, $tnu kultiiru
saldésanas kastite ar izopropanolu, mikropipete, mikropipetes uzgali ar filtru, 15 vai 50 ml
stobrini.

Pirms §inu saldé$anas, nepieciesams sekot “Stinu kultiiru pasazas maina” protokolam lidz 10.
solim (ieskaitot).

Veic $tinu skaiti$anu péc “Sitinu skaiti$ana ar Gorjajeva kameru” protokola.

Stinu suspensiju no §anu matrada atsiic un ievieto 15 vai 50 ml stobrina.
Stobrinu ar §tinu suspensiju centrifiigé 5 mindtes pie 300 g.

Uzmanigi atstic un izmet stobrina esos$o supernatantu, nepieskaroties $tinu nogulsném.

Tiek iesald&tas viens miljons $tinu viena mL $tinu kultiiru barotnes ar 10% DMSO. Izmantojot
ieprieks iegiito Siinu skaitu, pievieno vajadzigo daudzumu Stnu kultiiru
barotnes un DMSO, lai iegiitu 10% DMSO S§tnu kultiiru barotni ar taja esosajam $tinam.
Stinas homogeni izkliede 10% DMSO §iinu kultiiru barotng ar maigu pipetésanu. Iegiito $linu
suspensiju sadala pa nomark&tiem kriostobriem.
Kriostobrus ar §tinam parnes uz $tinu kultiiru saldéSanas kastiti ar izopropanolu un nedélu
glaba to kelvinatora pie -80°C. Péc tam kriostobrus ar Sinam var parnest uz Skidra slapekla
djuara

2.2.7 Organu Cipa sagatavosana darbam

Lai organu ¢ipu varétu izmantot Stinu kultivéSanai pirms tam nepicieSams no sterilizet
ar 70% etanolu un 1h dezinficgjot zem UV gaismas.
Nepieciesams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, 2ml slirces, 1xPBS, 50mL

stobrini

Sagatavo darba virsmu laminara.

50ml stobrinos, kas reprezenté barotnu rezervuarus iepilda 70% etanolu un savieno ar organu
¢ipa sistému.

Cipu ievieto &ipa un varstu turétaja. Savieno caurulites, kuras iet no barotnu rezervuariem caur
varstiem, cauri organu ¢ipam un caur varstiem uz §lircém Slirces siikni (organu Cipa sist€mas

saslégumu skatit 4.attela) 30min laiz cauri 70% etanola ar plasmu 10pl/min.

Péc tam 70% etanola stobrinu aizvieto ar 50mL 1xPBS stobriniem.

24h, izmantojot organu ¢ipa sist€ému Cipu skalo ar 1xPBS pie 1ul/min plismas.
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6. P&c skalosanas ar 1xPBS Cips ir gatavs biologiskai funkcionalizéSanai.
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4.attels. Organu Cipa sasléguma sheéma
Figure 4. Schematic ilustration of organ chip coupling.

2.2.8 Organu uz Cipa sistémas sasléegums

Lai spétu radit plismu GOC kanalos un varétu notikt veiksmiga Stinu kultivéSana GOC
nepiecieSams t0 pievienot sist€mai (5.att€ls), kura sastav no S$lirces stikna, 1ml $lircém,
varstiem, kuri ir Tpasi svarigi veicot manipulacijas, PDMS vai OSTE/COC ¢ipa, Cipa un varstu
turétaja, polictera &tera ketona (PEEK) caurulitém, teflona caurulitém, barotnu rezervuariem,
pie kuriem tiek pievienots 0,02 mikrometru gaisa filtrs, tad€jadi nodroSinot sterilus apstaklus,
¢ipa un varstu turétdjs nodroSina stabilitati un mikroc¢ipa pieslégSanu pie kop€ja sasléguma.
Slirces siiknis un §lirces tika izvélétas, jo tas ir 1&ts veids, ka nodroginat mikroplismu un lauj
savakt barotnes no katra organa augs€ja un apaks€ja kanala atseviski. Tas ir butiski, pé&tot
mikrobiotas komunikacijas mehanismus, jo laus savakt tikai BEVs , kas noklist no zarnu
limena kanala asinsvadus reprezent€josa kanala. Varsti nodroSina pliismas apturéSanu katram
kanalam individuali pirms manipulacijam ar ¢ipu un atgaisoSanai, lai novérstu burbulu
veidoSanos, kas ir biitiska probléma mikropliismas sistemas. PEEK caurulites tika izvélétas, jo

ir loti fleksiblas, ka ar1 PEEK polimérs ir stabils, nav toksisks un ir inerts materials. Stknis
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darbojas vakuuma rezima, velkot vakuumu §lirces, tas nodroSina pliismu caurulités un lauj turét

barotnu rezervuarus inkubatora.

Plismas
sadalitajs

gaisa filtrs

5.attels. GOC sistemas kopgjais saslégums.

Figure 5. GOC systems coupling.

2.2.9 Organu ¢ipa funkcionalizé$ana ar arpussinu matriksu (ECM - extracellular
matrix)

NepiecieSams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, IV tipa kolagéns 0,5mg/ml,

fibronektins 50pg/ml, laminins 30pg/ml, 1xPBS, mikropipete, mikropipetes uzgali ar filtru .

Sagatavo darba virsmu laminara.

Aizver Cipa un varstu turétaja varstus un ¢ipu atvieno no sistémas.

Ar mikropipeti un 1xPBS divas reizes izskalo organu ¢ipa kanalinus.

Tiek izveidots ECM maisijums, kur gala koncentracija cilvéka IV tipa kolagénam ir 0,5

mg/ml, fibronektinam 50pg/ml, lamininam 30pg/ml.

P&c tam ar mikropipeti organu ¢ipa kanalinos iepilda 33 pl ECM maisijuma augsgja kanalina

un 5.4 pl apaksgja kanalina.

Organu ¢ipu ar iepildito ECM ievieto CO; inkubatora (+37°C, 5% CO2 un 100% gaisa
mitruma apstaklos) uz 24 stundam, lai tas saistitos pie Cipa virsmas.
Nakamaja diena no kanaliniem atsiic nesaciet€juso kolagénu un Cips ir sagatavots, lai uz ta
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sétu Stinas.

2.2.10 Organu ¢ipa funkcionalizéSana ar Stunu kultiiram

NepiecieSams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, 1xPBS, 1x EDTA tripsins,
tripsina inaktivacijas barotne, $tnu kultiiras barotnes, Gidens vanna, 15 un 50 ml stobrini,
centrifiga, CO2 S§tnu inkubators, mikropipetes uzgali ar filtru, mikropipete, serologiskas
pipetes, pipesu dozators, mikroskops, Gorjajeva kamera.

Pirms organu &ipa funkcionaliz&$anas ar §tnu kultiram nepieciesams sekot 1idzi “Stinu kultiiru
pasazas maina” protokolam Iidz 11. solim (ieskaitot).

Veic $inu skaitidanu pec “Siinu skaitisana ar Gorjajeva kameru” protokola.

Stinu suspensiju no §iinu matraéa atsiic un ievieto 15 vai 50 ml stobrina.

Stobrinu ar §tnu suspensiju nocentrifiigé 5 mindtes pie 300 g.

Péc sinu suspensija noteikta Stnu sSkaita aprékina nepiecieSamo tilpumu organu
¢ipa funkcionaliz€Sanai (nepiecieSamas Siinu koncentracijas organu Cipa funkcionalizéSanai

§tnu kulttram — Caco?2 $tnu Iinijai 1,5E6 $tnas/ml, HUVEC 9E6 stnas/ml).

Ar mikropipeti uzmanigi iesiic Caco-2 Stinu suspensiju ar konkréto koncentraciju un 33ul
iepilda augseja organu Cipa kanalina.

GOC atstaj statiski uz 2h CO2 inkubatora, lai Caco-2 $tuinas adhergjas pie GOC membranas
(+37°C, 5% CO2 un 100% gaisa mitrumaapstaklos)

P&c 2h apaksgja kanalina tika uzsétas HUVEC linijas Stinas, atbilstoSi noteiktajai
koncentracijai iepildot kanalina 5.4 pl Stinu suspensijas.
Cips tika inkubéts CO; inkubatora uz 24h (+37°C, 5% CO2 un 100% gaisa mitruma

apstaklos) apgriezts kajam gaisa, nodrosinot §tinu adh&ziju pie apaksgja kanalina membranas.

. P&c ¢ipa funkcionalizéSanas ar $iinam tas tiek ievietots ¢ipa un varstu turétaja.

2.2.11 Organu ¢ipa barotnes maina

Stinas uz GOC tiek kultivétas zem 0.70ul/min pliismas pirmas kultivésanas dienas,
vélak palielinot plismu Iidz 2pul/min. Organu ¢ipa barotnes maina javeic katru dienu, jo
Slirce barotne spg&j uzkraties tikai maksimums 2ml tilpuma, kas saistits ar $lirces dimensijam,

lai var€tu nodroSinat nepiecieSamo plismu.

NepiecieSams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, CO> inkubators, Stinu
kulttras barotne.
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Sagatavo darbam laminaru.

GOC stativu ar §lircém iznem no CO; inkubatora un ienes laminara.

Iztukso $lirces un 50ml stobrinos iepilda svaigu $tnu kultiiras barotni, ja nepieciesams.

Slirces ievieto atpakal sistémas sasléguma un atkartoti palaiz 0.7ul/min plismu, GOC 3adi
tiek kultivéts vismaz 3 dienas vai Iidz bridim, kad tiek noverota kriptu struktiiru veidoSanas un

apstiprinata atbilstoSa barjeras integritate, péc tam pliisma tiek palielinata lidz 2pl/min.

2.2.12 Barjeras integritates noveértésana ar Cascade blue testu

Lai noveértétu funkcionala audu slana veido$anos un epitelialas-endotelialas barjeras
integritati, tick veikts Cascade blue barjeras integritates tests. Sis tests tiek veikts bridi, kad ir
izveidojies §inu monoslanis.

NepiecieSams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, Stinu kultiras baronte,
10mg/mL Cascade blue, 1.5ml ependorfi, 96 bedrisu plate, mikropipete, mikropipetes uzgali ar
filtru

1.Sagatavo darbam laminaru un organu ¢ipu iznem no inkubatora un partrauc plismu.

2.50ml stobrinos iepilda attiecigas $tinu linijas barotnes.

3.Caco-2 stnu Iinijas barotnei pievieno 10mg/ml Cascade blue, uz 1 mL barotnes tiek pievienots
1ul Cascade blue skiduma.

4.Barotnes ievieto organu Cipa barotnes rezervuaros, organu ¢ipu ievieto inkubatora un atkartoti
pieslédz pie plismas 2ul/min

5.Sagatavo papildus divus 50mL stobrinus ar Caco-2 un HUVEC §tnu linijas barotném.

6.Caco-2 sunu linijas barotnei pievieno 10mg/mL Cascade blue skiduma, veidojot 7
atSkaidijumus, sakot no 10 ul/ml, Sul/ml utt., péc tam to pasu atkarto ar HUVEC S§tinu Iinijas
barotni.

7. Nakamaja diena tiek ievakta organu ¢ipam cauri izplidusi barotne, kura uzkrajusies §lirces,
tiek ievakti 200ul parauga no katras §lirces.

8.100ul paraugu, ka ari izveidoto atSkaidijjumu standartSkidumi un kontrole tiek iepildita 96
bedriSu plate, atzimgjot plates izkartojumu. Plate tiek ievietota Victor 3V 1420 multiplaSu
lasitaja, veicot mérfjjumus pie uzstadijumiem ex355/em420, lai noméritu Cascade blue

koncentraciju Skidumos. Barjeras integritate tiek aprékinata pec formulas Py, =

— _%%®*% [1 ___Cro*(Qr +Qp)

] , Kur Papp — Skietama caurlaidiba (cm/s), SA —
SA+*(Qr+Qp) (Qr*Cro+Qp*Cpyo ’
barjeras virsmas laukums (cm?), Qr — Skidruma pliismas atrums apaksgja kanalina (cm®/s), Qp

- $kidruma pliismas atrums augsgja kanalina (cm®/s), Cro — Cascade blue koncentracija cauri
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izpliidusaja barotné apaks$¢ja kanalina (png/ml), Cpo — Cascade blue koncentracija cauri

izpliidusaja barotné augseja kanalina (pug/ml)

2.2.13 Organu cipa fikseéSana un KrasoSana ar antivielam un DAPI

Lai organu cipu varétu mikroskopét uz konfokala mikroskopa un novérot struktiiras
nepiecieSams to krasot ar antivielam un DAPIL.

NepiecieSams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, 5% BSA, DAPI, 1xPBS, 0,5%
Triton-X-100, 4% formaldehids, ZO1 antiviela, CD31 antiviela, anti-peles IgG poliklonala
sekundara antiviela, anti-trusa IgG poliklonala sekundara antiviela,mikropipete, mikropipetes
uzgali ar filtru.

Sagatavo darbam laminaru.
Organu Cipu iznem no CO; inkubatora un no organu Cipa sisteémas.

Ar mikopipeti organu ¢ipu divas reizes skalo ar 200 pl 1XPBS.

P&c tam atstic PBS un kanalos iepilda 4% formaldehidu Stnu fiksesanai (augseja kanala 33 pl,
apaksgja 5.4 ul) un inkub& 30min istabas temperatiira.

Atsiic formaldehidu un kanalinus divas reizes skalo ar 200 ul 1xPBS.

P&c tam Siinas tiek permabilizétas kanalos iepildot 33 ul augseja kanalina vai 5.4 pl apaksgja
kanalina 0,5% Triton-X-100 un inkub& 5Smin istabas temperatiira.

Atsiic Triton-X-100 un kanalus divas reizes skalo ar 200 pl 1x PBS.

Péc tam kanalos iepilda 5% BSA un inkubg istabas temperatiira uz 2 stundam, BSA darbojas
ka blokejoss lidzeklis, lai noverstu antivielu nespecifisku saistiSanos.

P&c tam organu Cipa kanalus divas reizes skalo ar 200ul 1xPBS.

Ar mikropipeti iepilda primaro antivielu ZO1 5% BSA Skiduma GOC augsgja kanalina, jo tas
ir blivo savienojuma vietu markieris, kas palidz novertet epitélija slana funkcionalitati. Primaro
antivielu CD31 GOC apaksgja kanalina, jo CD31 ir endotélija Sinam raksturigais markieris.
Organu ¢ipu atstaj tumsa pie +4°C uz nakti, aizstaisot kanalinus ciet ar specialiem uzgaliem, lai

tas neizzutu.

Nakamaja diena organu ¢ipu 3 reizes skalo ar 200ul 1x PBS, atsiic 1xPBS un kanalos iepilda
sekundaro fluorescento antivielu Skidumu 5% BSA, anti-peles IgG poliklonalo sekundaro
antivielu iepilda kanalina, kur pirms tam iepildita CD31 primara antiviela (apaksgjai endotélija
kanals), anti- truSa IgG poliklonalo sekundaro antivielu iepilda kanala, kur pirms tam iepildita
ZO-1 primara antiviela (augsgjais epitélija kanals), inkubé 2h istabas temperatiira.

Kanalus divas reizes skalo ar 200ul 1xPBS, 1xPBS atsiic un kanalos iepilda 1pug/mL DAPI
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Skidumu, inkubg istabas temperattira Smin.
Organu ¢ipa kanalus atkartoti 3 reizes skalo ar 200 ul 1xPBS, atstaj +4°C temperatiira tumsa

[idz izmantoSanas bridim.

2.2.14 Zarnu anaerobas mikrobiotas izdaliSana no fe¢u paraugiem

NepiecieSams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols,1xPBS, 40 um filtrs, 80%
glicerins, serologiskas pipetes, pipeSu dozators, 50 mL stobrini, 1,5ml ependorfi, kriostobrini,
lapstina, elektriskie svari, vortekss, mikropipete, mikropipetes uzgali ar filtru. Protokols tika
veidots atsaucoties uz publikaciju (Bellali et al. 2019).

Sagatavo darba laminaru, parauga apstrade javeic lh laika, lai nodrosinatu p&c iespgjas lielaku
bakteriju saglabasanos p&c parauga apstradas, nemot v&ra, ka parauga esos$as bakterija ir

anaerobas un tiek izdalitas aerobos apstak]os.

Ar lapstinu fécu paraugu no GutAlive iepakojuma ievieto 50ml stobrina un nosver.

P&c noteikta svara aprékina nepieciesamo 1xPBS daudzumu (5mg fééu masas uz 25ml 1xPBS)
Ar serologisko pipeti stobrinam ar fécu paraugu pievieno sterilu 1xPBS.

F&cu paraugus resuspendé 1xPBS un filtré ar 40 pm filtru.

Skidro masu alikvoté pa 1ml un ar mikropipeti iepilda 1,5ml ependorfos.

Ievieto centrifliga pie 6000g uz 15min.

P&c tam atsiic supernatantu, nepieskaroties nogulsném.

Nogulsnes atkartoti uzjauc 1xPBS Iidz 1ml un vorteksg.

. Markg kriostobrus ar mikropipeti tajos iepilda sterilu 80% glicerinu 225 pl
. Kriostobriem ar 225 pl glicerinu pievieno 1ml fécu paraugu skidro masu.

. Kriostobrinus ievieto saldéSanai paradzeta kastit€ un uzglaba pie -80°C. Bakteriju uzglabasana

Skidraja slapeklt nav nepiecieSama, jo bakterijas ir pietickami izturigas, lai biitu izdzivojusSas

ar1 péc iesaldesanas tikai pie -80°C

2.2.15 Mikrobiotas uzsésana uz organu Cipa

P&c funkcionala monoslana un 3D §iinu struktiiru veidoSanas apstiprinasanas, mikrobiota
var tikt uzséta organu ¢ipa epitélija kanalinos.

Nepieciesams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, 1.5ml ependorfi, hipoksiska bez
antibiotiku Caco-2 stinu linijas bartone, bakt€riju suspensija, mikropipete, mikropipetes uzgali
ar filtru.

Sagatavo darbam laminaru.
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. No hipoksijas skapja iznem ieprieks sagatavotu Caco §tinu linijas barotni bez antibiotikam, kura
24h pirms izmantoSanas ievietota flaskos un noturta hipoksijas apstaklos, lai nodroSinatu
nepiecieSamo gazu sastavu un 1,5mL iepilda ependorfa.

Panem ieprieks no sald€tavas iznemto mikrobiotas paraugu un aprékina nepiecieSamo bakteriju
suspensijas atSkaidfjumu, lai gala koncentracija biitu 1*107 bakt&rijas/ml un pievieno attiecigo
tilpumu hipoksiskas bez antibiotiku Caco-2 $tnu linijas barontni.

Organu ¢ipu iznem no hipoksijas skapja un atvieno no kopgja sisteémas sasléguma.

Ar mikropipeti 33 pl mikrobiotas suspensiju iepilda organu ¢ipa augs€jos kanalos.

Organu Cipa sist€éma augseja kanala barotnes rezervuara iepilda ieprieks sagatavotu hipoksisku
Caco stunu linijas barotni.

Organu Cipu pievieno kopgjai sist€mai un ievieto hipoksijas skapi, atstajot statiski uz vienu
stundu.

P&c vienas stundu organu ¢ipa kanalos atsak plismu un atstaj hipoksijas skapi, visu kultivésanas
laiku GOC tiek tur@ts hipoksijas skapi pie plusmas 2pl/min, ik p&€c 24h palaizot plismu
50ul/min uz divam minttém, lai aizskalotu lielo daudzumu baktgriju, kuras ir savairojusas un
epitelija kanals ar tam neaizaugtu.

Péc darba visas virsmas un darba izmantotos piederumus notira ar 70% etanolu, laminara un

telpas iesledz UV gaismu, lai nodroSinatu péc iespgjas sterilaku darba vidi.

2.2.16 Dzivo/miru$o bakteriju ieziméSana

Lai p&c mikrobiotas kultivéSanas uz Cipa varétu noverot baktériju dzivotspgju, ka ar1
noveérotu lokalizaciju, kur bakteriijas kolonize tika veikta dzivo/miruso bakteriju iezimeSana.
NepicieSsams: darbam sagatavots laminars, 70% etanols, 1xPBS, LIVE/DEAD BacL.ight
kit, mikropipete, mikropipetes uzgali ar filtru.
Sagatavo darbam laminaru.
. P&c 24h mikrobiotas kultiv€Sanas organu ¢ipa tiek partraukta pliisma un Cips tiek atvienots no

kopgja sasleguma.

3. Ar mikropipeti organu ¢ipa kanalinus divas reizes izskalo ar 100ul 1xXPBS.

. lezim&Sanai tiek izmantots LIVE/DEAD BacLight kit ar SYTO9, SYTO9 pievienojot
komplekta ieklautu propidija jodidu, iegiistot gala koncentraciju SYTO9 5 uM un 30uM
propidija jodidam.

. Ar mikropipeti Skidumus iepilda aug$€jos organu c¢ipa kanalinos, uz kuriem kultivéta

mikrobiota, Cips tiek atstats statiski Smin istabas temperattira normalas atmosferas apstaklos un
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pec tam tiek apskatits, izmantojot l1azerskengjoSo konfokalo mikroskopu, 488nm lazeris ierosina
dzivo baktgriju fluorescenci, kuras iezimgjas zala krasa, 56 1nm lazeris ierosina miruso bakt€riju
fluorescenci, kuras iezim&as sarkanas, mikrobiotas dzivotsp&jas procents tiek noteikts
izmantojot ImageJ V1.53 programmu. Zala signala intensitates vértiba tika dalita ar zala un
sarkana signala intenstiates vertibu summu. Epit€lija slanis péc tam tiek apskatits, izmantojot

caurejoso gaismu.

2.2.17 1zméru izslégsanas hromatografija

Izméru izslegsanas hromatografiju (SEC) izmanto dalinu izméru, lai frakcion&tu
paraugus. Sefarozes gela atrodas sfeériskas lodites ar dazada izméra poram. Lielaka izméra
parauga dalinas (virs 60 nm) nespgj ieklait Sajas poras, tap&c izklust caur SEC kolonnai atrak.
Savukart mazaka izméra dalinas var ieklut poras pagarinot to celu un tas leja noklust lenak.
Pateicoties Sim principam parauga dalinas caur kolonnu atrak iziet sakot ar lielako molekularo
svaru lidz mazakajam. Tadgjadi ir iesp&jams ieglit parauga frakcijas, kuras satur visvairak EV
un vismazak citus piemaisjjumus.

Nepieciesams: IZON kollonas, mikropipete, mikropipetes uzgali ar filtru, barotnes
supernatanta paraugs, 0.02um filtréts 1x DEPC-PBS, 1,5 ml mikrocentrifigas stobrini, stativs,
limenradis, centrifuga, vortekss tipa maisitajs, koncentréSanas filtru stobrini (Amicon Ultra
100K)

Pirms izmeéru izslégSanas hromatografijas un BEV izdaliSanas, péc 72h mikrobiotas
kultivésanas tiek ievakta GOC caurpluidust barotne no katra kanalina 2 ml tilpuma. Barotne tiek
centrifugéta pie 3000g 10 min pie +4, lai atbrivotos no §tinam un baktérijam.

P&c nocentrifugéSanas iegiito supernatantu ielej koncentréSanas filtru stobrinos un atkartoti
centrifugé 10 min 3000g pie +4, 11dz sasniegta 500 ul atzime uz stobrina filtra dalas

Skidrumu, kas izgajis cauri filtram nolej biologiskajos atkritumos, savukart koncentratu ar
200ul mikropipeti savac un iepilda 1,5ml ependorfos.

Izméru izslégSanas hromatografija notiek izmantojot IZON kollonas, vismaz pusstundu pirms
hromatografijas kollonas un DEPC-PBS janovieto istabas temperatiira.

Kollona jaievieto stativa un janolimeno ar Iimenradi.

Zem kollonas novieto Skidras miskastes trauku, attaisa gan kollonas augs§€jo, gan apaksgjo
vacinu, un lauj izplist cauri visam kollona esoSajam buferSkidumam.

P&c tam cauri kollonai jaizlaiz 20 ml 0,02 pm filtréta DEPC-PBS, tikmér sagatavo un nomarkg

20 1,5 ml ependorfu stobrinus.
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Zem kolonnas apaksa paliek atvértus 1,5 ml mikrocentrifigas stobrinu, kas ievietoti
mikrocentrifiigas stobrinu stativa viena liija, lai kolonnas filtrats var€tu iepilét pirmaja
mikrocentrifiigas stobrina.

Tiklidz viss DEPC-PBS ir izplidis cauri kollonai, uz kollonas filtra uznes 0,5 ml sakoncentréto
supernatanta paraugu un pagaida l1idz tas iesticas filtra, [idz ko paraugs ir uzlikts uz filtra, sak
ievakt filtratu pirmaja 1,5 ml ependorfa.

Kolonnu papildina ar 0,5 ml filtréta 1x DEPC-PBS un nelauj kolonnai izZiit. So soli péc
nepiecieSamibas atkarto I1idz piepilditi visi 1,5 ml mikrocentrifiigas stobrini ar filtratu.

Kad 1,5 mlmikrocentrifiigas stobrina savakta 0,5 ml tilpuma frakcija, stativu ar stobriniem
pabida ta, lai SEC kolonna pilétu nakamaja mikrocentrifuigas stobrina.

7.un 8. soli atkarto Iidz sasniegta 20. frakcija.

Frakcijas var uzglabat +4°C, bet ne ilgak par 24 stundam.

2.2.18 Izdalito frakciju raksturoSana ar ZetaSizer

Lai raksturotu izdalito dalinu izm@ru un relativo koncentraciju no SEC kolonnam
izdalitajas frakcijas, izmanto ZetaSizer Nano ZS analizatoru.

NepiecieSams: Vortekss tipa maisitajs, ZetaSizer, Zetasizer Software v7.11, caur izméru
izslégSanas hromatografiju iegitas frakcijas, mikropipete, mikropipetes uzgali ar filtru, milliQ

H20, 0.02 pm filtréts DEPC-PBS

ZetSizer iekartu nepiecieSams ieslégt pusstundu pirms mérjjumu sakSanas, lai iekarta esosa
aparatiira normalizétu temperatiiru.

Iekarta ieklauto kvarca kivete, pirms mérjjuma sakSanas, nepiecieSams skalot ar 1 ml
buferskiduma, kura atrodas méramais paraugs. ST darba ietvaros tiek izmantots 0,02 pm filtréts
1x DEPC-PBS.

Datorprogrammu kalibré nepiecieSamajiem meérijjumiem:

Iekartas kalibracijas laiks (Equilibration time) uz vienu minti.

Javeic 10 meérjumi ar diviem atkartojumiem.

Meéramas frakcijas mikrocentrifiigas stobrinu vorteksé 30 sekundes.

20 mL parauga iepilda kvarca kivete. Jaizvairas no burbuliem kivete.

Veic mérjjumus un mekle frakciju kuras meérjjumam nepiecieSamais lazera stiprums
(Attenuator) ir <11, jo pie attenuator 11, frakcija var nesaturét paraugu, ari tiram Gidenim uzrada

attenuator.11 Kad atrod frakciju ar attenuator zem 11, tad viena frakcija pirms tas tiek
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izmantots ka EV frakciju sakumpunkts talakai koncentrésanai. Ka frakciju rindas beigu punktu
izmanto frakciju, kura vid€jais dalinu izmérs ir virs 40 nm un $ada izméra dalinas veido vismaz
80% dalinu. Tas lauj iegut frakcijas, kas vairakuma satur EV un ir maz potencionali proteinu
piejaukumi.

Starp mérfjumiem nepiecieSams atstikt kivete iepildito paraugu un izskalot kiveti ar 1 ml DEPC-
PBS

. P& mérfjumu veiksanas, frakcijas kas ietilpst min€tajos parametros uzskata par EV saturosam
frakcijam.

. M@rijumus beidzot, kiveti izskalo ar 1 ml DEPC-PBS.

2.2.19 Izdalito EV frakciju koncentrésana

NepiecieSams: Vortekss tipa maisitajs, centrifiiga, koncentréSanas filtru stobrini
(Amicon Ultra 3k), 1,5 ml mikrocentrifiigas stobrini, mikropipete, mikropipetes uzgali ar
filtru.

. Koncentr&sanas filtru stobrinos iepilda 500 pL atbilstosas frakcijas parauga.

. Koncentr&sanas filtru stobrinus ar frakciju paraugiem nocentrifiigé 14000 g 10 minttes pie
+4°C

. Atkarto 1. un 2. punktu lidz iekoncentrétas visas frakcijas, kas satur EV lidz 125 pL.

. Koncentrésanas filtru stobrinu filtra dalu uzmanigi iznem no koncentréSanas stobriniem un
apgriezot tos otradak jaunos savacgjstobrinos, tos nocentriftigé 1000 g divas mindtes pie +4°C,
lai viss frakciju parauga koncentrats atrastos stobrinu apaksa.

. Izmantojot mikropipeti, parbauda iekoncentrétas frakcijas parauga tilpumu. Ja tas ir mazaks par
125 pL, tad paraugam pievieno 0.02um filtrétu DEPC-PBS lidz sasniegts $is tilpums un péc
tam paraugu vorteksg, lai ieglitu homogénu EV suspensiju.

. Iekoncentréto frakciju paraugu sadala pa 25 pL piecos mikrocentrifigas stobrinos.

. legiitos EV koncentratus uzglaba kelvinatora pie -80 °C.

2.2.20 EV kvantificéSana ar nanodalinu izseko$anas iekartu (NTA)

EV dalinu koncentracijas noteikSanai izmanto NanoSight iekartu (NTA) un NanoSight
NTA Software v3.0 datorprogrammul.

NepiecieSams: 1x DEPC-PBS, 0,02 mm filtri, 1ml medicinas Slirce, mikropipete,
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10.

11.
12.

13.

mikropipetes uzgali ar filtru, 10% etanols, milliQ H20, 100 mm lateksa standarta lodites.
Vismaz 30 minttes pirms darba uzsaksSanas nepiecieSams ieslégt NTA, lai iekartas lazers
paspétu uzsilt.

Ieprieks sagatavo filtrétus (0,02 um) 1x DEPC-PBS, milliQ H20 un 10% etanola skidumus, lai
1zvairitos no tajos esoSo dalinu ietekmes uz parauga mérfjumiem.

Ieprieks sagatavo 1 ml EV parauga atskaidjjumu filtréta 1x DEPC-PBS 1:50 atskaidijuma.
Atskaidijumu, péc nepiecieSamibas, sagatavo lielaku vai mazaku p€c pirma merijjuma
veikSanas, jo NanoSight iekartai ir nepiecieSams optimals dalinu skaits parauga, savadak
iegiitie m&rfjumi var blt neprecizi. Ja dalinu vidgjais skaits merijjuma vieta “particles in
frame” ietilpst 10 Iidz 90 robezas, m&rfjumu var neatkartot. Ja dalinas ir vairak vai mazak, veic
jaunu 1 ml EV parauga atSkaidijumu ar pielagotu proporciju.

Sagatavo darbam NTA paraugu kameru.

Uzstada datorprogrammas mérjjumu reZimu: +23°C temperatiira ar ieslégtu temperatiiras
kontroli,meérfjumi,30 sekundes mérfjums,Standarta merjjums “standard measurment”.
Noméra 100nm lateksa standarta lodités, lai parliecinatos par izméra pareizu detekciju.
Pirms mérijuma veikSanas, paraugu 30 sekundes vortekse.

Izmantojot 1 mL medicinas $lirces, 400 ml parauga iepilda NTA paraugu kamera. Izvairas no
burbulu nokltSanas paraugu kamera. Medicinas S§lirci, mérjjumu veikSanas laika, atstaj
pievienotu NTA paraugu kamerai.

Noregulé kameras jutibu un fokusu, lai redzamas dalinas, kas iezim€jas ar zalu krasu,
neparsniedz 20% no visam redzamajam dalindm un neizskatas izpliduSas. Starp merjjumiem,
kameras jiitibu nemaina, bet fokusu regul€ pirms katra meérjjuma veikSanas.

Veicot mérfjumu, katras 30 sekundas péc advance sample paradiSanas, nepiecieSam paraugu
ievadit vairak NTA paraugu kamera, lai redzes lauka vairs nebiitu redzama jau izmérita
parauga dala.

Starp paraugu mérijjumiem NTA paraugu kameru skalo ar filtrétu 1x DEPC-PBS.

Veic papildus mérfjumu ar paraugu nesaturosu 1x DEPC-PBS (blank), lai precizétu mérijumu
rezultatus

P&éc mérijjumu veiksanas NTA paraugu kameru skalo ar 10% etanolu un milliQ H20
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3. Rezultati

3.1 Zarnas uz ¢ipa (GOC) modelsistemas izveide

ST darba ietvaros tika optimizétas procediiras GOC funkcionalizéanai ar biologisko
materidlu, pielietojot standarta PDMS un OSTE/COC iekartas. Sobrid PDMS ir biezak
izmantotais materials GOC izveidei, [idz ar to §1 darba ietvaros tika parbaudita GOC modela
izveide bez PDMS iekarta, lai parbauditu vai OSTE/COC hibridpolim@ra veidotie organu ¢ipi
ir labak piemé&roti GOC kultivésanai. OSTE/COC ¢ips ir hibridpoliméra, jo veidots no diviem
polimériem. COC polimérs ir viens no standartpolimériem, kas tiek izmantots in vitro $tnu
kultiiru sist€ému veidoSana, tam piemit gan laba gaismas caurlaidiba, gan gazu necaurlaidiba un
tas neabsorbé mazas molekulas(Rimsa et al., 2021). Ta¢u COC ir griti prototip&ams un ir
komplicéti savienot divas COC detalas, kas ir nepiecieSams, lai izveidotu organu GOC, lidz ar
to tas tika savienots, izmantojot OSTE poliméru. OSTE poliméram piemit ari gazu
necaurlaidiba un tas neabsorb& mazas molekulas, bet nemot véra, ka OSTE poliméram ir slikta
gaismas caurlaidiba, GOC tika veidots, izmantojot COC poliméru ta augsa un apaksa un OSTE
sanos, lai apvienotu COC detalas, tada veida nodroSinot zemu mazo molekulu absrobciju un
anaerobus apstaklus. GOC sistemu inzeniertehisko izveidi veicis Dr.sc.ing Roberts Rimsa (6A,
B attéls) (Rimsa et al., 2021). Epitélija slanim uz kura kultivé anaerobu zarnu mikrobiotu
janodrosina hipoksijas apstakli, savukart endot€lija slanim nepiecieSami normoksiski apstakli
un tas nesp€j izdzivot hipoksijas apstalos, 11dz ar to visu organu Cipu sistému nevar ievietot
hipoksijas skap1 un ir janodroSina Oz gradients, nodroSinot daZzadu gazu sastavu barotnes katram
no kanaliem, ko nevar istenot, izmantojot gazu caurlaidigu materialu ka, pieméram, PDMS. Ka
arT hipoksiska vide un skabekla gradients ltimena ir kritiski nepiecieSams ar1 normalai zarnu

funkciju darbibai, pieméram, uzturvielu uzsiik$anas procesam(Konjar et al., 2021).
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6.attels. A — izveidotais PDMS GOC modelis, B — izveidotais OSTE/COC GOC modelis.
Figure6. A — PDMS GOC model, B — OSTE-COC GOC model.

GOC modeli tikai veidoti, izmantojot gan PDMS, gan OSTE/COC organu Ccipus,
izmantojot stabilas §inu Iinijas Caco2 un HUVEC. Sis Iinijas tika izvélétas, jo abas ir stabilas
Stnu linijas, lidz ar to, tam ir neierobezots daliSanas potencials un tas var ilgstosi audzet, tam ir
|etakas izmaksas un to kultivéSanas protokoli jau ir atstradati lidzSin€jos eksperimentos
laboratorija, kura autors darbojas, atskiriba no primarajam zarnu epitélija $tnu Itnijam. Ka arf,
neskatoties uz to, ka Caco2 ir kolorektalas adenokarcinomas $tinu linija, ta joprojam spgj
atveidot un dalgji atdarinat normalas resnas zarnu epitélija funkcijas, kad tiek audzétas zem
plismas, par ko liecina enterocitu diferenciacijas markieru, ka Villin un ZO-1 ekspresijas
palielinaSanas un kriptu veidoSanas (Creff et al., 2021).

Modelsistemas izveide ka svarigs solis ir organu ¢ipa funkcionalizéSana ar cilvéka IV tipa
kolagénu, fibronektinu un lamininu, kas nodro$ina arpuss$iinu matrika (ECM) funkcijas, lai
spetu notikt Stinu adhézija, pret€ja gadijuma bez ECM Siinas aug bitiski sliktak organu ¢ipa
kanalinos un neveido tam raksturigas morfologiskas struktiras.

ST darba ietvaros tika izmantots IV tipa kolagéns, kas iegiits no cilvéka placentas,
fibronektins, kas iegiits no cilvéka fibroblastiem un laminins, kas iegiits no cilvéka plazmas, jo
darba ietvaros tiek stradats ar cilvéka $tinam un laboratorija ieprieks veiktajos eksperimentos,
kuros autors nav piedalijies, ST ECM kombinacija tika atlasita ka labaka.

P&c funkcionalizé€$anas ar ECM ir iesp&jams sét Siinas GOC kanalos. P&c $adu darbibu
veikSanas Cips att€lo ainu, kur endotélija Siinas apnem epit€lija Stnas, ka tas notiek cilvéka
organisma veidojoties zarnu-asins barjerai. P&tot mikrobiotas BEV ietekmi uz slimibu
patogenézi, tas buitu Tpasi svarigi, lai redz&tu vai BEV nonak cirkulacija.

Lidzsingjos GOC pétijumos tiek apstiprinata kriptu un mikrobarkstinu veidosanas péc 3-

21 dienu kultivésanas GOC kanalinos zem pliismas (7A att€ls) (Villenave et al. 2017), kas

42



butiski atSkiras no Caco-2 stnu linijas veidotas morfologijas 2D kulttiras(7C attéls) (H. J. Kim
& Ingber, 2013).

Tas parada, ka neskatoties uz to, ka Stunas ir kolorektala véza izcelsmes, tam joprojam
piemit epitelialo $tinu Ipasibas, kas tiek stimulétas zem plismas radita stresa. Mums ir svarigi
izmantot Stnu Iiniju, kuras izcelsme ir resna zarna, jo darba ietvaros tiek izdalita zarnu
mikrobiota no fé€u paraugiem, savukart fecu paraugos esosa mikrobiota galvenokart reprezente
resnaja zarna esoSo mikrobiotas sastavu (Donaldson et al., 2015). Tas ir nepiecieSamais
minimums pirmajiem zarnu mikrobiotas izdalito BEV pétijumiem, pielietojot GOC. Ari miisu
gadijuma p&c Cetru dienu kultivésanas OSTE/COC ¢ipos, kuri kultivéti normoksiskos apstaklos
pie 2ul/min plasmas, tika novérotas Kriptu struktiiras (7B attels), kas darba ietvaros bija loti

svarigi, jo mikobiotas bakterijas kolonize kripta strukttiras.

7.attels. A — Publikacija paraditais Caco-2 veidotais monoslanis un kriptu strukttiras péc seSu dienu
kultivésanas PDMS GOC(Villenave et al., 2017), B — Caco-2 veidotais monoslanis un kriptu strukttras
péc Cetru dienu kultivésanas OSTE/COC GOC. C — Caco-2 morfologija péc kultivésanas 2D in vitro
sistéma
(https://www.culturecollections.org.uk/products/celllines/generalcell/detail.jsp?refld=86010202&colle
ction=ecacc_gc). Mérogs 100um.

Figure 7. A — Caco-2 monolayer and villi structures after cultured on PDMS GOC for six days shown
in the publication(Villenave et al., 2017), B - Caco-2 monolayer and villi structures afer cultured on
OSTE/COC GOC for four days. C — Caco-2 morphology after cultured in 2D in vitro system
(https://www.culturecollections.org.uk/products/celllines/generalcell/detail.jsp?refld=86010202&colle
ction=ecacc_gc) Scale 100um.

Lai novérotu Caco-2 stunu kontaktzonas, funkcionalu monoslani un stinu izvietojumu uz
PDMS un OSTE/COC GOC, tika veikta konfokala mikroskop&$ana, izmantojot §tinu markierus
un DAPI. Konfokalo mikroskop&sanu veica BSc.biol Fglikss Ramnieks uz konfokala
lazersken&josa mikroskopa (TCS SPS, Leica, Vacija).

Kanali tika krasoti ar primarajam antivielam pret ZO-1 jeb cieSo savienojumu proteins-1
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(tight junction protein-1), ko kodg cilvéka géns TJP1 un kas tiek izmantots ka cieSu kontakzonu
markieris un liecina par funkcionala epiteliala slana veidosanos, kas ir nepieciesams Caco-2
gadijuma (McNeil, Capaldo and Macara 2006). CD31 jeb trombocitu endotélija Stinu adhézijas
molekula (PECAM-1) tika lietota HUVEC $tinu iezimeli, jo tas ir endotélija $tinu markieris un
apstiprina endotelialo Stinu klatbiitni, endot€lija forméSanos, ka ar1 endotélija Stinu starpStinu
savienojumus (Liu and Shi 2012).

P&c Caco-2 immunofluorescences krasoSanas ar ZO-1 GOC tika secinats, ka ir izveidojies
funkcionals epitélija slanis (8.attéls). OSTE/COC ¢ipos péc 4 dienu kultivésanas tika novérota
kriptu formeSanas (8A attels), kameér salidzinot ar PDMS péc 4 dienu kultivéSanas netika
noverota kriptu struktiiru formesanas (8B attéls)

OSTE/COC organu ¢ipa (8A attels) ZO-1 krasojums atseviskas vietas ir arpus fokusa un
koncentrétaks salidzinot ar 8B att€lu, kas liecina par 3D struktiram uz membranas, kamér 8B
attéla ir skaidri redzams, ka $tnas uz PDMS GOC veido vairak 2D raksturigu monoslani
(JanssenDuijghuijsen et al., 2017), kas ir skaidrojams ar to ka uz PDMS GOC ir nepiecieSams
ilgaks laiks kamér Caco-2 sak veidot kriptu struktiras (Jalili-Firoozinezhad et al., 2019). Sie
rezultati apstiprina, ka ir izdevies iegiit reprezentativu zarnu epitéliju no Caco-2 $tnu linijas uz
COC/OSTE GOC atrak ka PDMS ¢ipiem. Turpmakos salidzinasanas eksperimentos abi ¢ipi
tika audzeti 1idz ar1 uz PDMS izveidojas kriptu struktiras (dati nav att€loti). PDMS GOC
gadijuma kriptu veidosanas tika noverota péc 5 dienam, kas ir par 20% vélak ka OSTE/COC

gadijuma.

8. attéls. A — Caco-2 stnu linijas veidotas kontaktzonas OSTE/COC GOC, iekrasotas ar ZO-1 primaro
antivielu un Alexa fluor 488. B — Caco — 2 §tinu linijas veidotas kontaktzonas PDMS GOC iekrasotas
ar ZO-1 primaro antivielu un Alexa fluor 488. Mérogs 50 um.

Figure 8. A — Caco-2 cell lines tight junctions stained with ZO-1 pirmary antibody and Alexa fluor 488
on OSTE/COC GOC. B — Caco -2 cell lines tight junctions stained with ZO-1 primary antibody and
Alexa fluor 488 on PDMS GOC. Scale 300 pm.
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Péc OSTE/COC GOC imunfluorescences krasos$anas ar konfokalo mikroskopiju tika
izveidots arT 3D kanalina Skérsgriezuma att€ls. Tika novérota epitelialas-endotelialas barjeras
veidosanas un vaskulara endotélija formésanas apaks¢ja kanalina (9.attéls). Ar DAPI iekrasoti
Stinu kodoli redzami zila krasa gan uz GOC membranas virspuses un apaksas, gan endotélija
kanala apak$a un nedaudz gar saniem, kas bija sagaidams. Attéla redzams ari ka CD31 signals
(sarkans) aptver visu apak$gjo kanalu, kas ir endot€lijam raksturigais markieris. Un tika
novérotas ar1 Caco-2 §iinu kontaktzonas uz membranas augseja kanalina, kas iekrasotas ar ZO-

1 antivielu (zals).

y (mm)

9.attels. OSTE/COC GOC kanalina 3D modelis $kérsgriezuma. Zils — kodolu iezime DAPI, zal$ - uz
membranas redzamo Caco-2 cieSo kontaktzonu iezime ar ZO-1 un Alexa fluor 488 , sarkans -

HUVEC endotglija Siinas apnem visu kanala virsmu, veidojot vaskularo endotéliju, CD31 iezime ar
Alexa fluor 568.

Figure 9. 3D model of OSTE/COC GOC channel crossection. Blue — nucleus stain with DAPI, green —
caco-2 tight junctions stain with ZO1 and Alexa fluor 488, red - HUVEC endothelial cells around the
channel surface, representing vascular endothelium, CD31 stain with Alexa fluor 568.

Lai novertétu epitelialas-endotelialas barjeras caurlaidibu tika veikts Cascade blue
barjeras integritates tests. Tas mums lauj novértét barjeras caurlaidibu un apstiprinat
funcionalas epitélija/endotélija barjeras veidosanos organu &ipos, salidzinot to ar ieprieks
publicétajam vertibam. Ka arT novérot atskiribas barjeras integritatei PDMS un bez PDMS
poliméra ¢ipos. Cascade blue barjeras integritates tests ir molekulas difuzijas eksperiments, kur
pe€c molekulas difundéSanas no augs€ja uz apaks€jo kanalu var noteikt barjeras integritati.
Pievienojot Cascade blue barotnes rezervuara péc 24h, ir iesp&jams ievakt GOC cauri izpliduso
barotni un nomerot absorbciju novérot cik daudz molekulas ir aug$eja, cik apakseja kanala,
pécak aprekinot barjeras caurlaidibu. Cascade blue tika pievienots p&c tris dienu PDMS un
OSTE/COC GOC kultivesanas normoksiskos apstaklos. Tris dienu laika periods tika izvelets,
lai iegtitos datus varétu salidzinat ar ieprieks public€tiem datiem, kuri tika veikti péc tris dienu
kultivésanas. Ka redzams 10.attela, Cascade blue tests uzradija par 28% labaku barjeras
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integritati OSTE/COC iekarta salidzinot ar PDMS, kas iesp&jams skaidrojams ar materialu
ipasibam mazo molekulu absorbcija no barotnes, kas samazina to daudzumu $tnam. Misu
PDMS $is merfjums dalgji sakrit ar ieprieks publicétajam veérttbam GOC PDMS péc 3 dienu

kultivésanas normoksiskos apstaklos (Jalili-Firoozinezhad et al., 2019).
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10.attels. Cascade blue barjeras integritates testa mérijumi OSTE/COC un PDMS GOC péc 3 dienu
kultivéSanas.

Figure 10. Cascade blue barrier assay meassurments in OSTE/COC and PDMS GOC at day 3 after
seeding.

3.2 Dzivas anaerobas mikrobiotas izdaliSana un kultiveSana GOC

Lai parbauditu anaerobas mikrobiotas kultivéSanu izveidotajos GOC tika ievakti fe¢u
paraugi anaerobas mikrobiotas izdaliSanai no kunga v&za pacientiem un veseliem donoriem.
Paraugu ievaks$ana notika saskana ar Centralas Etikas un Medicinas komitejas atlauju, kas tika
iegtita Nr.: 1zp-2020/2-0380 projekta ietvaros. Tika ievakti Cetri kunga véza (GaCa) pacientu
paraugi, visi pacienti bija 60-80 gadus veci, ar virieSu/sieviesu attiecibu 1/3 (1 virietis un 3
sievietes) un atbilstosi sesi veselu donoru (HD), kas atbilda péc vecuma un dzimuma (pacientu
vidgjais vecums 60-80 gadi, péc dzimuma viens virietis un piecas sievietes). Péc Latvijas
slimibu un profilakses centra datiem Veselie donori iepriekS nav slimojusi ar onkologiskam
slimibam, diab&tu, ka ar1 nebija lietojusi antibiotikas un kortizoidos sterioidus vismaz 3
ménesus pirms paraugu ievaksanas, nemot vera ka Sie raditaji varétu ietekmét mikrobiotu un

iegiitos rezultatus. levakto paraugu daudzumu ietekméja Latvijas veselibas apripes sist€mas
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parslodze 2021.gada laika, nemot véra COVID-19 pandémijas uzliesmojumus. Ka arT kunga
v&za pacienti biezi ir gados veci un ar smagu slimibas gaitu, kas apgriitina paraugu ievakSanas
procesu, tacu Sobrid ievaktais paraugu daudzums ir pietieckams sakotn€jiem mikrobiotas
pétijumiem. Kunga véza pacientu paraugi tika izveléti, jo ir pieradits, ka mikrobiotas sastavs
zarnas negativi spgj ietekmét ta kancerogenézi(Liu et al., 2021), ka arT kunga v&zis ir ceturtais
izplatitakais véza veids un “Pasaules veselibas organizacijas” dati liecina, ka 2020.gada laika
atklati 1.09 miljoni jauni kunga véza gadijumi un tas izraisijis 769000 naves gadijumu 2020.
gada laika perioda (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer). Si darba
ietvaros ir nepiecieSami gan GaCa, gan HD pacientu paraugi, lai varétu novertét vai BEV saturs
RNS Iimeni, kas Sk&rso epitelialo-endotelialo barjeru atSkiras starp §Im grupam. Protams,
mikrobiotas sastavs katram cilvékam ir unikals un nebiis iesp&jams atrast kadu konkrétu RNS,
tacu tadgjadi var noverot vai RNS, kas ir $kérsojusi barjeru spgj attainot tos mikroorganismus,
kuri sastopami zarnas.

GaCa paraugi tika ievakti Rigas Austrumu Kliniskas universitates slimnica, Latvijas
Onkologijas centra, savukart HD pacienti paraugus ievaca pasi majas apstaklos, sekojot
GutAlive komplekta protokolam. Paraugi tika uzglabati GutAlive uzglabasanas trauka istabas
temperatiira un tika transporteti taja paSa diena, kad paraugi tika ievakti vai atseviskos
gadijumos 24h péc ievaksanas, nemot véra, ka Sie ievakSanas trauki nodroSina anaerobu vidi
lidz 72h. GutAlive trauki tika izvéléti, jo tie nodroSina anaerobus apstaklus parauga
uzglabasanai un transportéSanai, kas ir svarigi, jo lielaka dala no mikrobiotas sastav tiesi no
anaerobam bakterijam, 1idz ar to uzglabajot Sos paraugus aerobos apstaklos, tas novestu pie
baktériju naves (Martinez et al. 2019). Tas tiek nodrosinats pateicoties komerciala GutAlive
komplekta specifikai un komplekta ieklautajam granulam, kas veido anerobisko reagentu, kur§
absorbe skabekli. DiemZ€l nav zinams konkréts So granulu sastavs, jo produkts ir patentéts.

Lai noteiktu baktériju daudzumu, dzivotsp&ju un to vai procediiras laika ir izdalitas
anaerobas baktgrijas, tika veikta pliismas citometrija, tacu darba autors nav piedalijies $ajos
eksperimentos. Dzivo/miruso bakteriju skaitiSana ar live/dead bacteria viability kit
(“LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit, for microscopy” ) tika veikta uz augstas
iz8kirtsp€jas pliismas citometra Amnis® ImageStream®XMark 11 (Luminex) pie sadarbibas
partnera Dr.pharm Vadima Parféjeva kopa ar autora kolégi BSc. biol Jani Plami. Ta darbibas
princips balstas uz bakteriju membranas integritati. Komplekta ir ieklauts gan propidija jodids,
gan SYTOY krasviela. Bakterijas ar bojatu membranu tiek uzskatitas par miru$am un iekrasojas
sarkanas, tacu dzivas bakterijas tik iekrasotas zalas. SYTO9 spgj saistities gan ar dzivo, gan

miruso bakteriju DNS un iekrasot tas zalas, tacu propidija jodids bakterija, kurai ir bojata
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membrana aizvieto SYTO9, aizstajot zalo fluorescenci ar sarkano, lidz ar to, kad baktériju
suspensija tiek apstradata ar STm divam krasvielam, dzivas bakterijas iekrasojas zalas, savukart
mirusas sarkanas. Dzivo/miruso baktériju skaitu ir svarigi noteikt, lai varétu spét noverét, cik
daudz bakteriju ir izdzivojusas un, lai talak kultiv§jot baktérijas uz GOC var&tu zinat aptuveno

baktériju koncentraciju, kas ir nepiecieSsams, lai inokulétu GOC (11. attls).
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11.attels. Kopgjais un dzivo bakteriju skaits paraugos péc mikrobiotas izdaliSanas, noteikts ar pliismas
citometriju. DB — veselo donoru paraugu kods, GEV — kunga véza pacientu paraugu kodi.

Figure 11. Total and live bacteria count in samples after microbiota isolation, determined with flow
cytometry. DB — healthy donors sample codes, GEV — gastric cancer patient codes.

Visos izol€tajos paraugos bija vairak neka 50% dzivotsp€jigas mikrobiotas. Procentuali
1zdalttais dzivo bakteriju skaits paraugos vari€ja no 53-74% dzivotspejigu bakteriju (11.attels),
ko var skaidrot ar katra parauga apstradei veltito laiku, gan kopgjo baktériju sastavu paraugos
un to skabekla toleranci, tacu Sie rezultati lieciena par veiksmigu protokola izpildi un atbilst
l1dz8in€jiem pétijumu rezultatiem par dzivas zarnu mikrobiotas izdaliSanu no fécu paraugiem
(Bellali et al., 2019)

Kad tika noskaidrota baktériju dzivotspgja un secinats, ka visos paraugos izdalita vismaz
50% dzivotspgjigas mikrobiotas, tika veikts eksperiments lai parliecinatos par anerobo bakteriju
klatbutni (12.attels). Eksperimenta gaita tika veikta dzivo miruso baktériju kraso$ana un apskate
plusmas citometra, lai noverotu dzivas mikrobiotas dinamiku laika perioda paklaujot tas aerobai
videi. Rezultati paradija, ka bakteriju dzivotsp&ja samazinas palielinoties laikam, ko bakterijas
pavada aeroba vidé (12.att€ls). Dzivo baktériju skaits bija ~1.01*1010 ml péc 20min aerobos
apstaklos, kas ir arT minimalais laiks, kas nepiecieSams, lai veiktu bakteriju krasoSanu. Péc 1h

aerobos apstaklos dzivo baktériju skaits bija samazinajies par aptuveni 50% lidz 5.03*109 ml,

savukart palielinot laiku 1idz 100min, dzivo baktériju skaits bija samazinajies jau par 75%
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salidzinot ar pirmo mérijjumu jeb 2.5*109 ml. Baktériju dzivotsp&jas samazinasSanas aerobos
apstaklos liecina par anaerobu baktériju esamibu paraugos, kas atbilst iepriek§ publicétajiem

rezultatiem (Bellali et al., 2019).

Bakteériju dzivotspéjas samazinasanas aerobos apstaklos
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12.attels. Kopgjais dzivo bakteriju skaits/ml péc parauga paklausanas skabekla iedarbibai dazados
laika punktos.

Figure 12. Total live bacteria count cells/ml after sample exposure to oxygen in multiple time points.

Talak, lai analiz&tu, ka dzivas mikrobiotas izdaliSana un iesaldésana ictekmé bakteriju
sugu dinamiku tika veikta metagenoma sekvencéSana. Tika izdalits DNS no tris HD svaigiem
fecu paraugiem ka kontrole, ka art no svaigi izol€tas mikrobiotas. DNS tika izdalits arT no
iesaldétas mikrobiotas divas dazadas barotnés - PBS+glicerins un antioksidantu
barotne+glicerins péc 24h, un iesaldétas mikrobiotas péc 2 nedélu laika perioda PBS+glicerina.
Kopuma tika izveidotas un sekvencétas 15 metagenomu bibliotékas (13. attéls). Darba autors
nav piedalijies paraugu sekvencésana, biblioteku veidosana un datu analizg, tacu $ie rezultati
bija nepiecieSami, lai turpinatu darbu pie mikrobiotas inokuléSanas GOC. Biblioteku
konstruéSanu veica BSc. Janis Plume, sekvencéSanu veica Latvijas Biomedicinas p&tijumu un
studiju centra (LBMC) esoSais Genoma Centrs un datu analizi veica LBMC Bioinformatikas

centrs.
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13.attels. [zmantotie paraugi metagenoma biblioteku veidosana.

Figure 13. Samples used for metagenomic library construction.

Grafikos redzami iegiiti sekvencéSanas dati 15 paraugiem (14.attéls). Sugu
daudzveidiba un daudzums visos paraugos korel€ un nav ievérojamu atskiribu. Lidz ar to tika
secinats, ka izdaliSanas protokols ir veikts veiksmigi un dzivas zarnu mikrobiotas izdaliSana un
iesaldeéSana neietekmé baktériju sugu dinamiku. ArT relativa ilgtermina iesaldéSana nenodara
kait€jumu, ka ar1 nav noverojamas biitiskas atSkiribas starp PBS un antioksidantu barotni, lidz
ar to turpmak mikrobiotas iesaldéSanai tika izmantots PBS+glicerins, kas ir gan vienkarsak
izmantojams, gan letaks. DB1203 pacienta parauga no 20 dominantajam iegtitajajam bakteriju
sugam viena — Bifidobacterium longum, ir identificéta ka mikroaerotolerants anaerobs, visas
pargjas iegiitas dominantas bakteriju sugas pieder anaerobiem mikroorganismiem. Ari DB1204
pacienta parauga tika identificéta Bifidobacterium longum un ari Escherichia coli, kurs§ ir
fakultativs anaerobs, par€jas 18 dominantas iegiitas bakteriju sugas tika apstiprinati ka anaerobi.
Lidzigi art DB1208 pacienta parauga no 20 dominantajam sugam vienigais
mikroaerotolerantais aneerobs bija Bifidobacterium longum. Sie dati atkartoti apstiprina
anaerobas zarnu mikrobiotas izdaliSanu, uzradot vairak neka 90% anaerobu bakteriju klatbiitni
paraugos, kas ir 1paSi svarigi, jo no féCu paraugiem iegiita zarnu mikrobiota galvenokart

reprezent€ resnaja zarna eso$o mikrobiotas sastavu, kuri pieder anaerobiem mikroorganismiem.
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14.attels. Baktériju sugu dinamika mikrobiotas paraugos. X ass — dazadi apstradati mikrobiotas paraugi
(kontrole, svaiga mikrobiota, iesaldéta mikrobiota pgc 24h antioksidantu barotng, iesaldéta mikrobiota
péc 24h PBS, iesaldeta mikrobiota PBS péc divam nedélam , y ass — bakteriju sugu daudzuma
sadalfjums procentos.

Figure 14. Dynamics of bacterial species in microbiota samples. X axis — differently treated microbiota
samples (control, fresh microbiota, frozen in antioxidant medium after 24h, frozen in PBS after 24h,
frozen in PBS after two weeks) , y axis — quantity distribution of bacterial species in percents.

3.3 Dzivas, anaerobas mikrobiotas kultivésana GOC

Balstoties uz ieprieks veiktajiem mikrobiotas pétijumiem, izmantojot GOC tika noteikta
koncentracija dzivu baktériju kultivesanai (Jalili-Firoozinezhad et al., 2019), kas ir 1*107 dzivas
bakterijas/ml. Atskaidijums tika izveidots dzivai anaerobajai mikrobiotai, pievienojot attiecigu
tilpumu Caco?2 $tinu linijas barotni bez antibiotikam un balstoties uz ieprieks iegiitajiem datiem,
mikrobiotas pievienoSana Cipam tiek veikta 20min laika, tad&jadi bitiski neietekmgjot baktériju
dzivotspgju.

Lai parbauditu, vai misu izstradatais OSTE/COC GOC ir piemg&rots anaerobas
mikrobiotas audz&Sanai un vai més sp&jam vizualizét taja dzivas baktérijas, kuras ir bijusas
sp&jigas piestiprinaties un koloniz&t GOC kriptu struktiiras, tika audzeti PDMS un OSTE/COC
hibridpoliméra GOC modeli. Cipi tika funkcionalizéti péc ieprieks&jiem protokoliem ar
stabilam §tnu linijam. P&c piecu dienu kultivésanas PDMS gaismas mikroskopa tika novérota
barkstinu struktiiru un kriptu formésanas (15B attéls), savukart OSTE/COC péc ¢etru dienu
kultivéSanas (16B attéls). P&c abu ¢ipu funkcionalizésanas un 3D $tnu struktiiru novéros$anas
augsejais kanals tika kultivéts ar hipoksisku Caco-2 barotni bez antibiotikam, bet apaksgjais
kanals tika kultivéts ar normoksisku bez antibiotiku HUVEC barotni, lai veidotu skabekla
gradientu GOC, kam sekoja dzivotsp&jiga anaerobas zarnu mikrobiotas séSana un kultivéSana
augseja kanala. Peéc 24 stundam tika noveértéta mikrobiotas dzivotspgja ar LIVE/DEAD
BacLight komplekta testu (15A, 15C, 16A, 16C atteli), kas paradija, ka OSTE/COC GOC



dzivotspgja ir labaka neka PDMS GOC respektivi 62,3% dzivu bakteriju no kopgja bakteriju
daudzuma OSTE/COC un 51,4% PDMS dzivotspgjigu baktériju, ko varétu izskaidrot ar labaku
skabekla gradientu OSTE/COC, nemot véra gazu necaurlaidiga materiala tpasibas (15E un 16E
atteli). Ka art uz OSTE/COC kripta struktiiras bija daudz izteiktakas un ap tam kolonizgja
lielakas baktgriju kolonijas, salidzinajuma ar PDMS (15D un 16D attéli). Sie rezultati liecina,
ka PDMS nesaturo§s GOC ir iesp&jami labak piemérots anaerobas zarnu mikrobiotas

kultivésanai.

Dzivotspéja, %

15.attels A — Baclight kit dzivo bakteériju iezime PDMS GOC. B — PDMS GOC gaismas mikroskopa
attels. C — Baclight kit miruso bakt€riju iezime PDMS GOC. D — Kombingts dzivo, miruso bakteriju un
gaismas mikroskopijas att€ls PDMS GOC, ar sarkanu noradita dzivo baktériju kolonizéSana kripta
struktiiras. E — Mikrobiotas dzivotspgja procentos péc 24h kultivésanas PDMS GOC balstoties uz
dzivo/miruso bakt€riju analizi.

Figure 15. A — BacLight kit live bacteria stain of PMDS GOC microbiota culture. B — BacLight kit dead
bacteria stain of PDMS GOC microbiota culture. C — Bright field image of PDMS GOC microbiota
culture. D — Combined Live, Dead and Bright field images of PDMS GOC microbiota culture, red circles
show live bacteria localization in crypt structures. E — Microbiota viability in percents after 24h
cultivation in PDMS GOC determined with live/dead bacteria analysis.
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16.attéls A — Baclight kit dzivo baktériju iezime OSTE/COC GOC. B — OSTE/COC GOC gaismas
mikroskopa attéls. C — Baclight kit miruso bakteriju iezime OSTE/COC GOC. D — Kombinéts dzivo,
miruso baktériju un gaismas mikroskopijas attéls OSTE/COC GOC, ar sarkanu noradita dzivo bakteriju
kolonizésana kripta struktiiras. E — Mikrobiotas dzivotspgja procentos pec 24h kultivésanas OSTE/COC
GOC balstoties uz dzivo/miruso baktériju analizi.

Figure 16. A — BacLight kit live bacteria stain of OSTE/COC GOC microbiota culture. B — BacLight
kit dead bacteria stain of OSTE/COC microbiota culture. C — Bright field image of OSTE/COC GOC
microbiota culture. D — Combined Live, Dead and Bright field images of OSTE/COC GOC microbiota
culture, red circles show live bacteria localization in crypt structures. E — Microbiota viability in percents
after 24h cultivation in OSTE/COC GOC determined with live/dead bacteria analysis.

Ta ka ieprieks prezentétie rezultati tomér nav pietiekami, lai 11dz galam apstiprinatu vai
miisu izveidotie GOC ir pieméroti tieSi anaerobas mikrobiotas kultivésanai, jo to var ietekmét
ar1 krasosanas un vizualizéSanas procediira, ka arT tas neko nepasaka par sugu dinamiku, tika
veikta arl metagenoma Sekvencésana mikrobiotai, kas kultivéta GOC OSTE/COC 72 h.
Mikrobiota no diviem kunga véza pacientiem (GEVO005/GEV006) tika kultivéta uz diviem
organu Cipa kanaliniem, savukart viens kanals tika izmantots ka kontrole uz kura netika
kultivéta mikrobiota. Kontrole bez mikrobiotas nepiecie$sama, lai parliecinatos, ka iegiitie
metagenomiskie dati nenak no kontaminacijas. DNS izdaliSanu no GOC kanaliem un
metagenoma biblioteku konstrug$anu ari veica BSc.biol Janis Plime. Sobrid tiek gaiditi
sekvencesanas dati, lai novertétu mikrobiotas dinamiku laika (72h), kultiv§jot uz ¢ipa. Pirms
sekvencésanas kanalos tika noteikta ari barjeras integritate ar Cascade blue péc 24 un 48h, lai
noskaidrotu ka mikrabiotas audz€Sana kanalos ietekmé& to (17.att€ls). Tika nove€rots, ka
kontrolei barjeras integritate laika gaita butiski nemainijas, kas sakrit ar sagaidamo rezultatu,
kamér abiem GaCa pacientu mikrabiotas uzradija diametrali pretgjus rezultatus. GEV005

barjeras integirtate samazinajas péc 24h, bet atgriezas kontroles limeni péc 48h, kas var biit
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skaidrojams ar mikrobiotas inokulaciju, kas tiek veikta manuali un iesp&jams ar pipetém tiek
nedaudz trauméts epit€lija slanis, ko nakotng€ var€tu atrisinat ar automatiz€tu mikrabiotas
inokulaciju izmantojot kontrolétu plismu. Kamér GEV006 gadijuma barjeras integritate p&c
24h bija kontroles limeni tacu samazinajas péc 48 h, kas varétu liecinat, ka §1 pacienta
mikrobiota ir disbioze, kas veicina barjeras integritates samazinasanos, ka tas ir novérojams
leaky gut gadijumos (Apostolou et al., n.d.). Tacu uz Siem jautajumiem galgjo atbildi vargs
sniegt tikai tad, kad tiks sanemti metagenoma skeven&sanas dati péc kultivésanas uz GOC.
Cascade blue tests netika veikts péc 72h, kad tika izdalits DNS no kanaliem, jo barotne no
pe&d&jam 24h tika izmantota arpusstinu vezikulu izdaliSanai (EV), lai noskaidrotu vai nakotné $1

platforma ir piemérota BEV analizei.

Biologiskas barjeras novertéjums ar Cascade blue
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17.attels. Cascade blue barjeras integritates testa mérijumi GOC péc 24h un 48h mikrobiotas
kultivésanas kanalos.

Figure 17. Cascade blue barrier assay meassurments in GOC after 24h and 48h after microbiota
seeding in channels.

3.4 EV izdalisana un analize no OSTE/COC GOC

Péc tris dienu mikrobiotas kultivésanas uz COC/OSTE GOC tika veikts nakamais
eksperiments. Tika ievakta GOC kanaliniem cauri izgajust barotne p&c pedgjam 24h, lai no tas
varétu izdalit EV. EV tika izdalitas, izmantojot lieluma izslég$anas hromatografiju (SEC) un
SEC IZON kollonas. Lai novértétu EV izmérus, koncentraciju un morfologiju péc izdaliSanas

to analizei tika izmantots NTA un TEM (Transmission electron microscopy).
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18A, B att€los redzams izdalito EV izméru sadalijums péc NTA datiem kontroles
paraugam bez mikrobiotas klatbutnes, savukart 18C,D un 18E,F att€los redzams izméru
sadalijumos paraugos no kanaliem uz kuriem tika kultivéta GaCa pacientu mikrobiota.
Salidzinot izméru sadalijumu starp kontroli un mikrobiotas kanaliem, var novérot, ka
mikrobiotas aug$¢jos (zarnu lumens) kanalos izméri izdalitajam EV ir lielaki, neka kontroles
kanalam, 1pasi izteikti 18C un D attela, kas iesp&jams skaidrojams ar to, ka Sajos paraugos
dominé BEV. Tomer viennozimigi nevar apgalvot, ka ir izdalitas EVS, kas satur BEV, jo tas
parklajas izméros ar eikariotu izdalitajam EVs (20-400nm). Ka ari ar TEM ir apstiprinata dalinu
klatbtutne paraugos un EV raksturiga kausveida morfologija (18H attéls). Gal&jai BEV
apstiprinaSanai biitu nepiecieSama vismaz EV satura analize RNS limeni, par cik BEV Sobrid
nav zinamu specifisku BEV markieru.

Talak tika analizéts izdalito EV daudzums (18G attéls). Kontroles augsgja kanalina
izdalito EV koncentracija bija par 30 reizém lielaka neka apakséja kanala, kas iesp&jams ir
skaidrojams ar Caco-2 enterocitu dabu. GEV005 GaCa mikrobiotas gadijuma augséja kanala
EV daudzums bija par divam reizém vairak, kamér EV daudzums kontroles parauga augsgja
kanala ir liclaks, ka kanala ar mikrobiotu, kam var&tu but vairaki iemesli, ka pieméram, tas, ka
baktérijas kultivétas epitélija slani to spgj ietekmét, kas samazina EV izdalisanos. GEV006
gadijuma rezultati bija pret€ji, apakseja kanalina izdalito vezikulu daudzums bija par 1,5 reizém
lielaks neka augseja, kas visticamak ir tapec, ka ir nepietickama barjeras integritate, salidzinot
ar Cascade blue datiem 17. attela, respektivi, ir palielinata caurlaidiba un EV spgj nekontrol&ti
nonakt endotélija kanalina. Ka arT, janem vera, ka katram individam ir unikals mikrobioms un
katra bakterija sp€j savadak ietekmét eikariotus, tapec art lielumi un koncentracijas starp
dazadiem paraugiem varié. Saja gadijuma svarigak baitu noteikt vai BEV RNS sastavs, kas ir
$kersojis barjeru un nokluvis asinis reprezenté zarnas eso§o mikrobiotu. Sobrid tiek optimizéta
BEV satura RNS sekvencésana, kas tiks salidzinata ar metagenomu. Optimizaciju veic BSc.biol

Janis Plume.
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18.attels. A — BEV izmeru sadalijums augsgjam kontroles kanalam péc NTA, B — BEV izmeru
sadalfjums apaksgjam kontroles kanalam péc NTA, C - BEV izmeru sadalijums no GEV005 augsgjam
kanalam p&c NTA, D - BEV izméru sadalijums GEV005 apaks€jam kanalam pec NTA, E - BEV
izméru sadaltjums GEV006 augsgjam kanalam p&c NTA, F - BEV izméru sadalijums GEV006 péc
NTA, G - NTA kvantitativie dati par BEV koncentraciju uz ml parauga. H — reprezentativs izdalito EV
TEM attéls no augs$gja kanala uz kura kultivéta mikrobiota, bultina norada uz EV, mérogs 200nm.
TOP — augsgjais kanals. BOT — apaksgjais kanals, GEV005/GEV006 — kunga véza pacientu izdalitas
mikrobiotas paraugu kodi.

Figure 18. A — NTA size distribution of BEV from top control channel, B - NTA size distribution of
BEV from bot control channel, C - NTA size distribution of BEV from GEV005 top channel, D - NTA
size distribution of BEV from GEV005 bottom channel, E - NTA size distribution of BEV from GEV
006 top channel, F - NTA size distribution of BEV from GEV006 bottom channel, G - Quantitative
data of NTA from top and bottom channels of Control and GC biological replicate samples.
GEV005/GEV006 — sample codes of microbiota from gastric cancer patients. H - representative
picture of TEM from EVs isolated from COC/OSTE GOC cultivated with microbiota flowthrough top
channel, arrow indicate EV, scale 200nm.

No Siem rezultatiem var secinat, ka izmantojot COC/OSTE GOC anaerobas mikrobiotas
kultivésanai ir iesp&jams izdalit EVs no caurpliides barotnes un analizgt tas ar TEM un NTA.
Tas liecina, ka 81 platforma ir piem&rota arT mikrobiotas BEV analizei nakotné. Ka nakamais
solis, kas netika veikts §1 darba ietvaros, bet tiks veikts 1idz bus iegiti sekvencéSanas dati - tiks
novertétas atskiribas starp BEV RNS datiem no GaCa pacientiem un HD, salidzinot ar

ieglitajiem metagenoma sekvencésanas datiem.
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4.Diskusija

Misdienas organi uz Cipa tehnologijas strauji attistas un tas potenciali spés atrisinat daudz
problémas, kas rodas, izmantojot citas modelsistémas, tacu, ka jau visam modelsistémam, tas
nesp€j pilniba atdarinat cilvéka kermeni notiekoSos procesus, tapéc ir svarigi saprast
petniecisko jautajumu, kuru vélas risinat, izmantojot §1s sist€mas un tas $1 briza limitacijas.

Péc GOC sasléguma izveides tas tiek funkcionalizéts ar ECM. Visbiezak izmantotais
ECM ir veidots no I tipa kolagéna un matrigela, tacu Sie komponenti ir iegliti no zurku astém
un Zurku audzg&ju kultaram (Menon et al. 2017; Jalili-Firoozinezhad et al., 2019). St darba
ietvaros tas nebiitu reprezentativi, jo tiek stradats ar cilvéka Siinu Iinijam, tap€c ar vien vairak
organu Cipu funkcionaliz€Sanai sak izmantot cilvéka bazalas membranas galvenos
komponentus, kuri ir komercionali pieejami. Darba ietvaros tika izmantots ECM no 1V tipa
cilvéka kolagéna, fibronektina un laminina. Laminins ir bazalas membranas komponents, kam
ir arT nozime epitélija audu veido$ana un uzturéSana. Ta ekpresija ir svariga diferenciacijas un
poliferacijas pakapei Caco-2 $unas (Sakharov et al., 2019). Cita alternativa biitu primaras $tinu
kultoras vai biopsijas paraugs no resnas zarnas, tacu tas ir loti dargi un ar zemu atkartojamibu,
par cik Sie materiali sava starpa varié(Bein et al., 2018; Pearce et al., 2018).

Zarnas uz Cipa izveidei ka epitéliju reprezent&josa Siinu Iinija tika izmantota Caco-2,
savukart ka endotéliju reprezentgjosa — HUVEC. Sobrid $is modelis ir pietickami reprezentativs
anaerobas mikrobiotas p&tniecibai, jo tas sp€j atdarinat galveno, kas nepiecieSams mikrobiotas
kultivéSanai un talakai BEV analizei, respektivi, tas veido kriptu struktiiras. Jamin, ka modelis
neataino resno zarnu pilniba, jo Caco-2 Stunu linija diferenc€joties zem pliismas apstaklos
galvenokart att€lo enterocitus un lai modelis pilniba att€lotu resno zarnu buitu nepiecieSams Cipa
funkcionaliz€$anai izmantot vairakas Stinu kultiiras, lai tiktu veidoti ari citu epitélija esoSo Stinu
tipi un atdarinatas to funkcijas. Pieméram, audz&jot Caco-2 $iinu Iiniju kopa ar HT-29 Stnu
Iiniju, kas arf ir kolorektala adenokarcinomas §inu Iinija. Stinam diferencgjoties Caco-2 §iinu
linjja atdarina entorocitus, kas jau ir ieprieks noteikts, detekt€jot enterocitu virsmas markieru
ka Villin klatbiitni. Savukart HT-29 §tinu Itnija atdarina kausinu $tinu funkcijas, kas nodroSina
mucinu sekréciju, kas tika pieradits ar diferenciacijas markieriem ka alkalina fosfataze,
aminopeptidaze un dipeptidilpeptidaze IV. Ka arT resnaja zarna visvairak sastopami tiesi
enterociti un kausinu Stinas. Abu §tinu kokultivéSana nodroSina to, ka izveidotais epitélijs ir pec
iesp€jas lidzigaks ka tas ir fiziologiski (Ferraretto et al., 2018).

Abu $tnu Iiniju koncentracijas uzs€jot uz Cipa ir atSkirigas, jo atSkiras ar1 Stinu izméri.

Koncentracijas tika izvel&tas balstoties uz ieprieksgjiem GOC pétijumiem (Jalili-Firoozinezhad
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et al., 2019; Jeon et al., 2022; Tan et al., 2018), ka arT tas tika optimiz&tas laboratorija, kura
autors darbojas. Piemeklgjot optimalako koncentraciju, tika nodros§inata $tinu slana veidoSanas
kanalina, tacu taja pat laika nelautu kanalinam aizaugt, kas notiktu gadijuma, ja tiktu izmantota
parak liela koncentracija.

Sobrid ir vairaki komercionali GOC modeli, pieméram, HuMIX, MIMETAS un
EMULATE. HuMIX modelsist€émas arTizmanto bez PDMS polim&ra ¢ipus un darbojas ar GOC
sisttmam mikrobiotas kultivéSanai, tacu So sistemu lielakais truokums ir tas, ka epitélija Stinu
slanis nav tie$a saskaré ar mikrobiotu, 1idz ar to nenotiek tieSa mikrobiotas mijiedarbiba ar
epitélija $tnu slani, kas nav fiziologiski precizi(Shah et al., 2016). Ari MIMETAS neizmanto
PDMS poliméra ¢ipus un §Ts sist€mas darbojas uz citu principu. Tas §lirces siikna vieta izmanto
rocker perfusion sistému, tacu §1 plismas veida nodro§inasanas lielakais trikums ir tas, ka
tadgjadi tiek recirkul&ta barotne un nav iespg&jams regulét dazadus mehaniskos stresus kanalos
par cik endot€lija Stinam ir nepiecieSams lielaks mehaniskais stress, ka epitelija
stnam(Thompson et al., 2020). Ka arf, $T sistéma nespé&j nodrosinat skabekla gradientu kanalu
izvietojuma un dizaina d€l, un nav p&tijjumu par mikrobiotas kultivé$anu, izmantojot §Ts ierices.
(Shah et al., 2016)ST darba ietvaros tiek izmantots lidzigs GOC dizains ka EMULATE, jo tas
lauj izmantot dazadus mehaniskos stresus kanalos, nodro§inat vienmérigu un nepartrauktu
plusmu to nerecirkulgjot, taCu EMULATE izmanto PDMS polimeéru, lai veidotu GOC sistémas.
EMULATE ari ir eksperimentgjusi ar mikrobiotu, kura izdalita no fééu paraugiem un tas
kultivésanu. Skabekla gradienta uzturé$anai vini izmanto anaerobo kameru, kas lauj saglabat
zemu skabekla limeni, tacu epitélijs joprojam sanem difundéto skabekli caur PDMS membranu
no skabekli saturo$as barotnes, kas plust endotélija kanalos no ar€jiem skabekla barotnu
rezervuariem, Kas ir §is sistémas lielakais trikums(Jalili-Firoozinezhad et al., 2019).

Lai novertetu §inu morfologiju un funkcionala epitélija-endotélija slana veidoSanos tika
veikta imminfluorescence un Cascade blue barjeras integritates tests, kas paradija, ka bez
PDMS polimeéra ¢ipos barjeras integritate bija par 28% lielaka neka PDMS poliméra ¢ipos un
tas atbilda ieprieks publicétam veértibam(Jalili-Firoozinezhad et al., 2019). Barjeras integritates
ir loti svariga normalu zarnu funkcijas nodrosinasanai. Leaky gut syndrom ir samazinata
epitelialas-endotelialas barjeras integritate, kas ir potencialais veids ka BEV nokliist asinis.
Leaky gut syndrom var izraisit zarnu mikrobiotas disbioze, kas traucé normalas zarnas
fiziologiskas funkcijas, palielinot epitelialas-endotelialas barjeras caurlaidibu(Apostolou et al.,
n.d.). Ir veikts p&tijums, lai noteiktu BEV klatbutni cirkulacija pacientiem, kuriem ir konstatétu
zarnu barjeras disfunkcija jeb caurlaidiba. Tika analizéti asins plazmas paraugi no veseliem

donoriem un zarnu barjeras disfunkcijas pacientu paraugiem, kuri slimo ar inflammatory bowel
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disease (IBD), HIV vai zarnu mukozitu. Péc plazmas frakcioné$anas tika veikti testi, lai
kvantitativi noteiktu ar BEV saistitos lipopolisaharidus (LPS). Rezultati paradija paaugstinatu
LPS pozitivo BEV Iimeni plazma pacientiem, kuri cie§ no IBD, HIV un zarnu mukozita.
Pacienti arT uzradija augstaku zonulina Iimeni plazma, kas ir trauc€tas barjeras integritates
markieris. Sis proteins izraisa blivo savienojuma vietu izjaukanu, fosforilgjot ZO proteinus
(Tulkens, Vergauwen et al., 2020). Sie dati parada, ka BEV translokacijai loti svarigs faktors ir
barjeras caurlaidiba.

Mikrobiotas izdaliSana no svaigiem fécu paraugiem, tika veikta balstoties uz jau ieprieks
min&tu protokolu(Bellali et al., 2019), jo §1 protokola ietvara tika izmantoti svaigi iegiti fe¢u
paraugi un galvenais uzsvars bija uz anaerobas mikrobiotas izdaliSanu, kas ir svarigi ar1 §1 darba
ietvaros. Izdalisana tika veikta vadoties péc 3 dazadiem protokoliem - standarta protokola,
protokola, kur mikrobiota tika iesaldéta antioksidantu barotné un optimiz&ta protokola, kura
tika izmantota gan antioksidantu barotne, gan izdaliSanas process tika veikts nodro$inot
anaerobus apstaklus. P&tijuma ietvaros, izmantojot standarta protokolu, tika izdalitas 55,52%
dzivas baktérijas no kop&jo baktériju skaita. Izmantojot protokolu ar antioksidantu barotni, tika
izdalitas 58,51% dzivas baktgrijas, bet, izmantojot protokolu ar antioksidantu barotni un
papildus anaerobu apstaklu nodrosinasanu 61,69%.

Konkréeti §1 darba ietvaros tika izmantots standarta protokols, vid€ji no 10 paraugiem
tika izdalitas 62,7% dzivotspgjigas bakterijas, kas ir loti augsts rezultats, nemot véra, ka paraugi
netika izdaliti anaerobos apstaklos, jo LBMC nesatur infrastruktiru ar GlowBox ar hipoksiju.
Paraugi tika iesaldéti gan PBS + glicerins, gan antioksidantu barotné + glicerins, tacu $aja
gadfjuma tas bitiskas izmainas neuzradija. ST darba ietvaros paraugu uzglabasanai tika
izmantots GutAlive uzglabasanas konteiners. Nemot véra So uzglabasanas trauku anaerobos
apstaklus tiek iegita lielaka baktériju daudzveidiba un ari to skaits. ST produkta ipasibas ir
paraditas ar1 petijuma, kur féc¢u paraugs tika sadalits divas dalas un katrs paraugs ievietots cita
uzglabasanas konteineri. PEtjjuma uzmaniba tika vérsta B.bifidum anaerobajai baktérijai, kas ir
raksturiga un apdzivo cilvéka zarnu mikrobiotu. P&c 72h tika secinats, ka GutAlive
uzglabasanas konteineri So baktériju dzivotsp&ja ir saglabajusies lidz pat 90%. Savukart
parauga, kur§ netika uzglabats GutAlive, bet parasta fécu paraugu ievakSanas konteinerT,
dzivotspéja bija tikai 66% (Martinez et al. 2019).

Lielako dalu zarnu mikrobiotas veido tieSi anaerobas bakterijas un péc bakteriju
dzivotsp&jas noteikSanas tika secinats, ka ir izdevies izdalit anaerobas baktérijas. Tas tika
noteikts paklaujot bakterijas skabekla ietekmei un mérot to dzivotsp€ju laika. No mikrobiotas

paraugiem izdalot DNS un veicot metagenoma sekvencésanu, tika apstiprinats, ka izdalitajos
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mikrobiotas paraugos lielaka dala ir anaerobas bakterijas vai atseviskos iznémuma gadijumos
fakultativi anaerobas.

Tikai funkcionala epitélija un 3D morfologijas veido$anas gadijumos ir iesp&jams
kultivét zarnu mikrobiotu. Ta ka ir veikta metagenoma sekvencésana pirms mikrobiotas
ievietoSanas Cipa, apstiprinats funkcionals monoslanis un mikrobiota ir kultivéta ¢ipa, tad ka
nakamais solis bija metagenoma sekvencésana p&c mikrobiotas kultivésanas, liz&jot kanalina
esosas Stinas un bakterijas DNS izdaliSanai, lai novérotu mikrobiotas dinamiku un izmainas
laika. leprieks ir veikts viens pétijums, kKura ir analizéta mikrobiotas dinamika laika to kultiv&jot
GOC anaerobos apstaklos. P&tijuma salidzinot mikroorganismu koncentraciju pirms un péc
kultivésanas uz ¢ipa, tika noverots, ka bakteriju koncentracija pieaug 24h laika p&c mikrobiotas
inokuléSanas Cipa un pargjo eksperimenta laiku palieck nemainiga. Ka ari, salidzinot
mikroorganismu augSanu €ipa un parasta anaeroba barotné tika noveérots, ka mikroorganismu
augSana Cipa ir aktivaka, ko skaidroja ar to, ka notiek mijiedarbiba ar Sinam un glotu sekréciju.
Tika secinats, ka zarnu epit€liju var kultivét tiesa saskaré ar zarnu mikrobiotu, neapdraudot
epit€lija barjeras funkciju, un $1 kokultiira tika stabili uzturéta 5 dienas. Ka arT mikrobiotas
sastavs peéc kultivéSanas uz ¢ipa att€loja mikrobiotas sastavu pacientu paraugos(Jalili-
Firoozinezhad et al., 2019). Tacu §1 pétijuma trakums ir tas, ka tika izmantoti PDMS GOC ¢ipi
un netika skaidri nodemonstréts, ka tiek izveidots skabekla gradients starp epit€lija un
endotélija kanalu, par cik PDMS ir gazes caurlaidigs. Ka ari, mikrobiota tika izdalita no
jaundzimusSo feécu paraugiem 24h laika, tacu Saja perioda netika nodro§inati anaerobi apstakli
paraugam. Misu gadijuma prieksrociba ir ta, ka més neizmantojam PDMS GOC un kaut ar1
més neesam nodemonstréjusi skaidru skabekla gradientu, jo Sobrid vél notiek Oz sensoru
integréSana caurpliides kanalos, tacu no literatiras ir skaidri zinams, ka PDMS ir gazes
caurlaidigs, kamér OSTE un COC nav(Rimsa et al., 2021). Ka ari més skaidri esam
nodemonstrgjusi, ka sp&jam izdalit anaerobu mikrobiotu no fééu paraugiem, pateicoties
atstradatiem parauga ievaksanas un apstrades protokoliem.

P&c mikrobiotas kultivéSanas tika ievakta ¢ipam cauri izpliidusi barotne, no kuras tika
izdalitas EVS un tika analizéts arT to lielums un daudzums starp epitélija un endotélija
kanaliniem, lai noverteétu zarnu-asins barjeras Sk&rsoSanu. Evs tika izdalitas no kanaliniem
caurpliidusas barotnes péc 72h mikrobiotas kultivéSanas uz Cipa, tacu butu nepiecieSams $adu
eksperimentu atkartot un izdalit EVs katru dienu visu kultivéSanas laiku, lai novertétu to
dinamiku laika. Viens no potencionalajiem iemesliem, kap&c misu paraugos esoSais BEV
lielums un koncentracija vari€, varétu but tas, ka bakterijas un to izdalitas BEV var ietekmét

saimniekorganisma stnu EV sekréciju to samazinot (Rodrigues et al., 2018). Svarigs biis arT to
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saturs, izdalot RN'S un noveérojot izmainas gan starp kontroles kanaliem un kanaliem uz kuriem
kultivéta mikrobiota, gan starp kunga véza pacientu un veselu donoru mikrobiotas kanaliem.
Tadgjadi var€s secinat vai ir tikusas izdalitas BEV un kadas ir atSkiribas RNS Itment paraugos
starp pacientiem. Sadus datus talak var@s izmantot izdalitais RNS sekvences validacijai
pacientos un salidzinat ka RNS saturs liimena atskiras no satura, kas ir §kérsojis zarnu barjeru.
Tas laus arT noskaidrot vai $ie profili reprezenté zarnas eso$o mikrobiotu, cik licla méra un ka
tas mainas GaCa un HD.

Lai veiktu BEV analizi nepiecieSams tas izdalit no iegiitajiem paraugiem, izdaliSana var
tikt veikta izmantojot dazadas metodes, kuras tiek pielietotas EVSs izdali$anai, pieméram, SEC,
blivuma gradienta centrifugéSana vai ultracentrifugacija. [zmantojot ultracentrifugaciju parasti
tiek novérota dalinu agregéSanas, kamér SEC gadijuma var biit piejaukumi vai zudumi
(Tulkens, de Wever, et al., 2020). Si darba ietvaros BEV izdalisana tika veikta, izmantojot SEC
IZON kollonas, jo ta ir labi atstradata metode laboratorija, kura autors darbojas. Lidz §im nav
neviena protokola, kura BEV biitu izdalitas no GOC caurpliidusas barotnes supernatanta péc
mikrobiotas kultivésanas, tacu BEV ir izol&tas no cilvéka biologiska materiala — fécu paraugiem
un asins plazmas, izmantojot SEC. Ir p&tijums, kura izmantojot ultrafiltrésanu, SEC un blivuma
gradienta centrifug€Sanu tika izdalitas BEV no fécu un asins plazmas paraugiem. Izmantojot
visas trTs metodes petijuma tikai panakta eikariotu izdalito EV atdaliSana no BEVs tas talak
analizgjot péc to ultrastruktiiras un proteomiska satura. BEV klatbutne tika noteikta detekt&jot
ar membranu saistitos lipoproteinus ApoAl un ApoB, izmantojot ELISA un Western blot testus,
ka arT balstoties uz NTA mérijjumiem un iegutajiem TEM atte€liem. Lai gan tika uzsverts, ka
pétijuma izmantotie markieri nav izplatiti uz visu BEV membranas, ka arT uzsverot, ka no katra
biologiska materiala $kiduma parauga izdaliSana ir at$kiriga un nav standartiz&ams protokols
(Tulkens, de Wever, et al., 2020).

Vaskularizétas GOC sist€mas ir veids ka vairak izprast mikrobiotas komunikacijas
mehanismus, tai skaita BEV, nemot véra darba izvirzito hipotézi. So BEV potencialais
pielietojums ir véza imunterapija, sist€émiskai gramnegativu BEV ievadiSanai no genétiski
modificétas Escherichia Coli (E. coli) msbB—/— celma (bez endotoksiniem) ir selektivs
tropisms attieciba uz audz&ju un spé&ja izraisit ilgstoSas pretvéza imunas atbildes reakcijas,
razojot citoktnus CXCL10 un interferonu-y, kas var pilniba izskaust konstatétos audz&jus bez
ievérojamas nelabvéligas ietekmes. Lidziga pretvéza iedarbiba tika noverota arl
grampozitivajam BEV, kas iegtitas no Lactobacillus Acidophilus un Staphylococcus Aureus
(Chronopoulos & Kalluri, 2020).

Darba tika izveidota funkcionala GOC iekarta no alternativiem polimériem un
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stabilam $tnu linijam, un tika kultivéta anacroba cilvéka zarnu mikrobiota. Cik mums zinams,
lidz §im $adi pétTjumi nav veikti un publicéti. Sobrid notiek darbs pie orginalraksta
manuskripta papildinasanas ar ped€jo eksperimentu rezultatiem, kur lidzautors ir ar1 §1 darba
autors. Nemot véra notikumus pasaulg, ir aizkavéjusas reagentu piegades, ka ari COVID-19
pandémijas dé] tika apgrutinata paraugu ievakSana un datu sekvencéSana. Lidz ar to, nav
veikti eksperimenti ar visiem mikrobiotas paraugiem, Sobrid notiek pargjo paraugu
kultivésana, analize un sekvencésSana. Paralgli tiek uzlaboti ar1 Oz un TEER (trans epiteliala
elektriska rezistence) biosensori. Oz biosensori palidzétu monitorét skabekla izmainas kanalos
un lautu parliecinaties par skabekla gradientu GOC. Citu veidu ka to apstiprinat reala laika
Sobrid nav, par cik barotne atverot hipoksijas inkubatoru paliek normoksiska paris sekundgs,
kam@r lai ta kltGitu no normoksiskas uz hipoksisku japaiet vairakam stundam. TEER sensori
dod iesp&ju veikt elektriskas rezistences merijjumus §tinu monoslanim, ta ir loti uzticama
metode, lai novértétu un apstiprinatu biologiskas barjeras integritati realaja laika, lidz ar to
nebiitu javeic Cascade blue testi, kas netikai paatrinatu integritates novértéSanas laiku, bet ari

sniegtu kvalitattvakus rezultatus par GOC funkcionalitati.
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5. Secinajumi

Izveidota jauna funkcionala bez PDMS poliméra GOC modelsistéma.

Tika noveroti un apstiprinati funkcionali §tinu veidotie slani un kriptu struktiiru veidoSanas
epitelija Stunu kanalina, apstiprinata endotelialas-epitelialas barjeras veidoSanas.

Ir apstiprinata veiksmiga dzivas, anaerobas mikrobiotas izdaliSana no fécu parauga.

Veikta mikrobiotas kultivéSana, pielietojot GOC, uzradot v€lamo baktériju lokalizaciju un
dzivotspéju, kultiveéjot GOC.

Ir nodemonstréts, ka ir iesp&jams izdalit EVs no jaunizveidoto GOC caurpliides barotnes, kur

ir kultivéta mikrobiota, kas nakotné laus analizét mikrobiotas BEV.
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6. Pateicibas

Velos izteikt pateicibu savam bakalaura darba vaditajam Dr.biol Artiram Abolam par
iesp&ju izstradat bakalaura darbu Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centra un iesp&ju
darboties inovativa projekta, paldies par sniegto palidzibu un paskaidrojumiem. Vélos izteikt
pateicibu BSc.biol Artim Galvanovskim, BSc.biol Janim Plamem un Dr.pharm Karinai
Narbutei par sniegto atbalstu laboratorija un par slodzes sadali projekta laika. Ka arT paldies
BSc.biol Artim Galvanovskim un BSc.biol Janim Plimem par metozu apmacibu. Paldies
Latvijas Universitates Cietvielu un fizikas institiitam, Dr.sc.ing Robertam Rimsam un Dr.sc.ing
Gatim Mozolevskim par PDMS un OSTE/COC organu ¢ipu izgatavosanu, sist€émas test€Sanu
un palidzibu tehniskos jautajumos. Ka ari vélos izteikt pateicibu BSc.biol Féliksam Riimniekam
par konfokalas mikroskopijas veik$anu un Dr.biol Jurim Jansonam par TEM veik$anu. Paldies
ar1 Dr.pharm Vadimam Parf¢jevam par pluismas citometrijas veikSanu. VElos izteikt pateicibu
MSc. biol Lailai Silamikelei par darba recenzésanu.

Darbs ir izstradats pateicoties projektam:
Mikrobioma arpuss§iinu vezikulu satura un ta ietekme uz véZza attistibu izpé&te, pielietojot zarnas

uz Cipa sistému. 1zp-2020/2-0380

64



Literaturas saraksts

Al-Lamki, Rafia S., John R. Bradley, and Jordan S. Pober. 2017. “Human Organ Culture: Updating the Approach to
Bridge the Gap from in Vitro to in Vivo in Inflammation, Cancer, and Stem Cell Biology.” Frontiers in Medicine.
https://doi.org/10.3389/fmed.2017.00148.

Alhinai, Eiman A., Gemma E. Walton, and Daniel M. Commane. 2019. “The Role of the Gut Microbiota in Colorectal

Cancer Causation.” International Journal of Molecular Sciences. https://doi.org/10.3390/ijms20215295.

Apostolou, A., Panchakshari, R. A., Banerjee, A., Manatakis, D. v, Paraskevopoulou, M. D., Luc, R., Abuali, G.,
Dimitriou, A., Lucchesi, C., Kulkarni, G., Maulana, T. I., Bleck, B., Manolakos, E. S., Hamilton, G. A,,
Giallourakis, C., Karalis, K., & Program, 7 Graduate. (n.d.). A Micro-engineered Human Colon Intestine-Chip
Platform to Study Leaky Barrier. https://doi.org/10.1101/2020.08.28.271759

Azzouz LL, Sharma S. Physiology, Large Intestine. 2021 Aug 9. In: StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing; 2022 Jan—. PMID: 29939634.

Bein, A., Shin, W., Jalili-Firoozinezhad, S., Park, M. H., Sontheimer-Phelps, A., Tovaglieri, A., Chalkiadaki, A., Kim,
H. J., & Ingber, D. E. (2018). Microfluidic Organ-on-a-Chip Models of Human Intestine. In CMGH (Vol. 5,
Issue 4, pp. 659-668). Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/j.jcmgh.2017.12.010

Bellali, Sara, Jean Christophe Lagier, Didier Raoult, and Jacques Bou Khalil. 2019. “Among Live and Dead Bacteria,

the Optimization of Sample Collection and Processing Remains Essential in Recovering Gut Microbiota
Components.” Frontiers in Microbiology. https://doi.org/10.3389/fmich.2019.01606.

Bonis, V., Rossell, C., & Gehart, H. (2021). The Intestinal Epithelium — Fluid Fate and Rigid Structure From Crypt
Bottom to Villus Tip. In Frontiers in Cell and Developmental Biology (Vol. 9). Frontiers Media S.A.
https://doi.org/10.3389/fcell.2021.661931

Brown, Sam P., Daniel M. Cornforth, and Nicole Mideo. 2012. “Evolution of Virulence in Opportunistic Pathogens:
Generalism, Plasticity, and Control.” Trends in Microbiology. https://doi.org/10.1016/j.tim.2012.04.005.

Chen, Jennifer, Jacqueline Douglass, Vishnu Prasath, Meghan Neace, Siavash Atrchian, Masoud H. Manjili, Shervin
Shokouhi, and Mehran Habibi. 2019. “The Microbiome and Breast Cancer: A Review.” Breast Cancer Research
and Treatment. https://doi.org/10.1007/s10549-019-05407-5.

Chen, Yinwei, Jinghua Zhou, and Li Wang. 2021. “Role and Mechanism of Gut Microbiota in Human Disease.”

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. https://doi.org/10.3389/fcimb.2021.625913.

Chronopoulos, A., & Kalluri, R. (2020). Emerging role of bacterial extracellular vesicles in cancer. In Oncogene (Vol.
39, Issue 46, pp. 6951-6960). Springer Nature. https://doi.org/10.1038/s41388-020-01509-3
Collins, J T, A Nguyen, and M Badireddy. 2021. “Anatomy, Abdomen and Pelvis, Small Intestine.” In StatPearls.

Cong, Jing, and Xiaochun Zhang. 2018. “How Human Microbiome Talks to Health and Disease.” European Journal of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases. https://doi.org/10.1007/s10096-018-3263-1.

Dalton, Alyssa, Christine Mermier, and Micah Zuhl. 2019. “Exercise Influence on the Microbiome—Gut-Brain
Axis.”

Gut Microbes. https://doi.org/10.1080/19490976.2018.1562268.

Diaz-Garrido, N., Badia, J., & Baldoma, L. (2021). Microbiota-derived extracellular vesicles in interkingdom

communication in the gut. In Journal of Extracellular Vesicles (Vol. 10, Issue 13). John Wiley and Sons Inc.
https://doi.org/10.1002/jev2.12161

Donaldson, G. P., Lee, S. M., & Mazmanian, S. K. (2015). Gut biogeography of the bacterial microbiota. In Nature
65


https://doi.org/10.3390/ijms20215295
https://doi.org/10.1101/2020.08.28.271759
https://doi.org/10.1016/j.jcmgh.2017.12.010
https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01606
https://doi.org/10.1007/s10549-019-05407-5
https://doi.org/10.3389/fcimb.2021.625913
https://doi.org/10.1038/s41388-020-01509-3
https://doi.org/10.1080/19490976.2018.1562268
https://doi.org/10.1002/jev2.12161

Reviews  Microbiology  (Vol. 14, Issue 1, pp. 20-32). Nature Publishing  Group.
https://doi.org/10.1038/nrmicro3552

Dominguez-Bello, Maria Gloria, Filipa Godoy-Vitorino, Rob Knight, and Martin J. Blaser. 2019. “Role of the
Microbiome in Human Development.” Gut 68 (6). https://doi.org/10.1136/gutjnl-2018-317503.

Dumauthioz, Nina, Sara Labiano, and Pedro Romero. 2018. “Tumor Resident Memory T Cells: New Players in Immune
Surveillance and Therapy.” Frontiers in Immunology. https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.02076.

Ferraretto, A., Bottani, M., de Luca, P., Cornaghi, L., Arnaboldi, F., Maggioni, M., Fiorilli, A., & Donetti, E. (2018).
Morphofunctional properties of a differentiated Caco2/HT-29 co-culture as an in vitro model of human intestinal
epithelium. Bioscience Reports, 38(2). https://doi.org/10.1042/BSR20171497

Frost, Fabian, Frank U. Weiss, Matthias Sendler, Tim Kacprowski, Malte Riihlemann, Corinna Bang, Andre Franke, et
al. 2020. “The Gut Microbiome in Patients With Chronic Pancreatitis Is Characterized by Significant Dysbiosis
and Overgrowth by Opportunistic Pathogens.” Clinical and Translational Gastroenterology.
https://doi.org/10.14309/ctg.0000000000000232.

Garcia, V.E, Liu, J., & DeRisi, J. L. (2018). Low-cost touchscreen driven programmable dual syringe pump for life
science applications. HardwareX, 4. https://doi.org/10.1016/j.0hx.2018.e00027

Gehart, Helmuth, and Hans Clevers. 2019. “Tales from the Crypt: New Insights into Intestinal Stem Cells.” Nature
Reviews Gastroenterology and Hepatology. https://doi.org/10.1038/s41575-018-0081-y.
Gribble, Fiona M., and Frank Reimann. 2016. “Enteroendocrine Cells: Chemosensors in the Intestinal Epithelium.”
Annual Review of Physiology. https://doi.org/10.1146/annurev-physiol-021115-105439.

Haas-neill, Sandor, and Paul Forsythe. 2020. “A Budding Relationship: Bacterial Extracellular Vesicles in the
Microbiota—Gut-Brain Axis.”International Journal of Molecular Sciences
https://doi.org/10.3390/ijms21238899.

Heintz-Buschart, Anna, and Paul Wilmes. 2018. “Human Gut Microbiome: Function Matters.” Trends in Microbiology.
https://doi.org/10.1016/j.tim.2017.11.002.

Hubrecht, Robert C., and Elizabeth Carter. 2019. “The 3Rs and Humane Experimental Technique: Implementing
Change.” Animals. https://doi.org/10.3390/ani9100754.

Jalili-Firoozinezhad, Sasan, Francesca S. Gazzaniga, Elizabeth L. Calamari, Diogo M. Camacho, Cicely W. Fadel, Amir
Bein, Ben Swenor, et al. 2019. “A Complex Human Gut Microbiome Cultured in an Anaerobic Intestine- on-a-
Chip.” Nature Biomedical Engineering. https://doi.org/10.1038/s41551-019-0397-0.

JanssenDuijghuijsen, L. M., Grefte, S., de Boer, V. C. J., Zeper, L., van Dartel, D. A. M., van der Stelt, I., Bekkenkamp-

Grovenstein, M., van Norren, K., Wichers, H. J., & Keijer, J. (2017). Mitochondrial ATP depletion disrupts Caco-
2 monolayer integrity and internalizes claudin 7. Frontiers in  Physiology, 8(OCT).
https://doi.org/10.3389/fphys.2017.00794

Javed, Ibrahim, Xuejing Cui, Xiaoyu Wang, Monika Mortimer, Nikolaos Andrikopoulos, Yuhuan Li, Thomas P. Davis,
Yuliang Zhao, Pu Chun Ke, and Chunying Chen. 2020. “Implications of the Human Gut-Brain and Gut- Cancer
Axes for Future Nanomedicine.” ACS Nano. https://doi.org/10.1021/acsnano.0c07258.

Kahai, Preet, and stany lobo. 2019. Anatomy, Abdomen and Pelvis, Large Intestine. StatPearls.

Jeon, M. S., Choi, Y. Y., Mo, S. J., Ha, J. H., Lee, Y. S., Lee, H. U., Park, S. D., Shim, J. J., Lee, J. L., & Chung, B. G.
(2022). Contributions of the microbiome to intestinal inflammation in a gut-on-a-chip. Nano Convergence, 9(1).
https://doi.org/10.1186/s40580-022-00299-6

66


https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.02076
https://doi.org/10.1042/BSR20171497
https://doi.org/10.14309/ctg.0000000000000232
https://doi.org/10.1016/j.ohx.2018.e00027
https://doi.org/10.1038/s41551-019-0397-0

Kastl, Arthur J., Natalie A. Terry, Gary D. Wu, and Lindsey G. Albenberg. 2020. “The Structure and Function of the
Human Small Intestinal Microbiota: Current Understanding and Future Directions.” CMGH.

https://doi.org/10.1016/j.jcmgh.2019.07.006.

Kim, H. J., & Ingber, D. E. (2013). Gut-on-a-Chip microenvironment induces human intestinal cells to undergo villus
differentiation. Integrative Biology (United Kingdom), 5(9), 1130-1140. https://doi.org/10.1039/c3ib40126j

Kim, Y. S., & Ho, S. B. (2010). Intestinal goblet cells and mucins in health and disease: Recent insights and progress.
In Current Gastroenterology Reports (Vol. 12, Issue 5, pp. 319-330). https://doi.org/10.1007/s11894-010-0131-2

Kimura, Hiroshi, Yasuyuki Sakai, and Teruo Fujii. 2018. “Organ/Body-on-a-Chip Based on Microfluidic Technology
for Drug Discovery.” Drug Metabolism and Pharmacokinetics. https://doi.org/10.1016/j.dmpk.2017.11.003.

Konjar, S., Pav§i¢, M., & Veldhoen, M. (2021). Regulation of oxygen homeostasis at the intestinal epithelial barrier site.
In  International  Journal of Molecular Sciences (Vol. 22, Issue 17). MDPI AG.
https://doi.org/10.3390/ijms22179170

Kwon, O., Han, T. S., & Son, M. Y. (2020). Intestinal Morphogenesis in Development, Regeneration, and Disease: The
Potential Utility of Intestinal Organoids for Studying Compartmentalization of the Crypt-Villus Structure. In
Frontiers in Cell and Developmental Biology  (Vol. 8). Frontiers Media  S.A.
https://doi.org/10.3389/fcell.2020.593969

Lamberti, A., Marasso, S. L., & Cocuzza, M. (2014). PDMS membranes with tunable gas permeability for microfluidic
applications. RSC Advances, 4(106), 61415-61419. https://doi.org/10.1039/c4ral2934b

Liu, Li, and Guo Ping Shi. 2012. “CD31: Beyond a Marker for Endothelial Cells.” Cardiovascular Research.
https://doi.org/10.1093/cvr/cvs108.

Liu, S., Dai, J., Lan, X, Fan, B., Dong, T., Zhang, Y., & Han, M. (2021). Intestinal bacteria are potential biomarkers
and therapeutic targets for gastric cancer. Microbial Pathogenesis, 151.
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2021.104747

Lueschow, Shiloh R., and Steven J. McElroy. 2020. “The Paneth Cell: The Curator and Defender of the Immature Small
Intestine.” Frontiers in Immunology. https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.00587.

Macia, Laurence, Ralph Nanan, Elham Hosseini-Beheshti, and Georges E. Grau. 2020. “Host-and Microbiota-Derived
Extracellular Vesicles, Immune Function, and Disease Development.” International Journal of Molecular
Sciences. https://doi.org/10.3390/ijms21010107.

Magnusdottir, Stefania, Dmitry Ravcheev, Valerie de Crecy-Lagard and Ines Thiele. 2015. "Systematic genome
assessment of B-vitamin biosynthesis suggests co-operation among gut microbes" Frontiers in Genetics.
https://doi.org/10.3389/fgene.2015.00148

Martinez, Noelia, Claudio Hidalgo-Cantabrana, Susana Delgado, Abelardo Margolles, and Borja Sanchez. 2019. “Filling
the Gap between Collection, Transport and Storage of the Human Gut Microbiota.” Scientific Reports.
https://doi.org/10.1038/s41598-019-44888-8.

May, S., Evans, S., & Parry, L. (2017). Organoids, organs-on-chips and other systems, and microbiota. In Emerging
Topics in Life Sciences (Vol. 1, Issue 4, pp. 385-400). Portland Press Ltd. https://doi.org/10.1042/ETLS20170047

McNeil, Elizabeth, Christopher T. Capaldo, and lan G. Macara. 2006. “Zonula Occludens-1 Function in the Assembly
of Tight Junctions in Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cells.” Molecular Biology of the Cell.
https://doi.org/10.1091/mbc.E05-07-0650.

Menon, Nishanth Venugopal, Hui Min Tay, Soon Nan Wee, King Ho Holden Li, and Han Wei Hou. 2017. “Micro-
67


https://doi.org/10.1016/j.jcmgh.2019.07.006
https://doi.org/10.1016/j.dmpk.2017.11.003
https://doi.org/10.3390/ijms22179170
https://doi.org/10.3389/fcell.2020.593969
https://doi.org/10.1093/cvr/cvs108
https://doi.org/10.3389/fgene.2015.00148

Engineered Perfusable 3D  Vasculatures for Cardiovascular Diseases.” Lab on a Chip.
https://doi.org/10.1039/c71c00607a.

Narayanamurthy, Vigneswaran, Z. E. Jeroish, K. S. Bhuvaneshwari, Pouriya Bayat, R. Premkumar, Fahmi Samsuri, and
Mashitah M. Yusoff. 2020. “Advances in Passively Driven Microfluidics and Lab-on-Chip Devices: A
Comprehensive Literature Review and Patent Analysis.” RSC Advances. https://doi.org/10.1039/d0ra00263a.

Nation, Daniel A., Melanie D. Sweeney, Axel Montagne, Abhay P. Sagare, Lina M. D’Orazio, Maricarmen Pachicano,
Farshid Sepehrband, et al. 2019. “Blood—Brain Barrier Breakdown Is an Early Biomarker of Human Cognitive
Dysfunction.” Nature Medicine. https://doi.org/10.1038/s41591-018-0297-y.

Nasr, R., Shamseddine, A., Mukherji, D., Nassar, F., & Temraz, S. (2020). The crosstalk between microbiome and

immune response in gastric cancer. In International Journal of Molecular Sciences (Vol. 21, Issue 18, pp. 1-20).
MDPI AG. https://doi.org/10.3390/ijms21186586
Noah, Taeko K., Bridgitte Donahue, and Noah F. Shroyer. 2011. “Intestinal Development and Differentiation.”
Experimental Cell Research. https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2011.09.006.

Pearce, Sarah C., Heidi G. Coia, J. P. Karl, Ida G. Pantoja-Feliciano, Nicholas C. Zachos, and Kenneth Racicot. 2018.
“Intestinal in Vitro and Ex Vivo Models to Study Host-Microbiome Interactions and Acute Stressors.” Frontiers
in Physiology. https://doi.org/10.3389/fphys.2018.01584.

Pelaseyed, T., Bergstrom, J. H., Gustafsson, J. K., Ermund, A., Birchenough, G. M. H., Schiitte, A., van der Post, S.,
Svensson, F., Rodriguez-Pifieiro, A. M., Nystrom, E. E. L., Wising, C., Johansson, M. E. V., & Hansson, G. C.
(2014). The mucus and mucins of the goblet cells and enterocytes provide the first defense line of the
gastrointestinal tract and interact with the immune system. In Immunological Reviews (Vol. 260, Issue 1, pp. 8-
20). Blackwell Publishing Ltd. https://doi.org/10.1111/imr.12182

Qian, Y., Yang, X., Xu, S., Wu, C., Qin, N., Chen, S. di, & Xiao, Q. (2018). Detection of microbial 16S rRNA gene in
the blood of patients with Parkinson’s disease. Frontiers in Aging Neuroscience, 10(MAY).
https://doi.org/10.3389/fnagi.2018.00156

Rimsa, Roberts, Artis Galvanovskis, Janis Plume, Felikss Rumnieks, Karlis Grindulis, Gunita Paidere, Sintija Erentraute,
Gatis Mozolevskis, and Arturs Abols. 2021. “Lung on a Chip Development from Off-Stoichiometry Thiol-Ene
Polymer.” Micromachines. https://doi.org/10.3390/mi12050546.

Rodrigues, M., Fan, J., Lyon, C., Wan, M., & Hu, Y. (2018). Role of extracellular vesicles in viral and bacterial

infections: Pathogenesis, diagnostics, and therapeutics. In Theranostics (Vol. 8, Issue 10, pp. 2709-2721).
Ivyspring International Publisher. https://doi.org/10.7150/thno.20576

Sakharov, D., Maltseva, D., Knyazev, E., Nikulin, S., Poloznikov, A., Shilin, S., Baranova, A., Tsypina, I., & Tonevitsky,
A. (2019). Towards embedding Caco-2 model of gut interface in a microfluidic device to enable multi-organ
models for systems biology. BMC Systems Biology, 13. https://doi.org/10.1186/s12918-019-0686-y

Scheithauer, T. P. M., Dallinga-Thie, G. M., de Vos, W. M., Nieuwdorp, M., & van Raalte, D. H. (2016). Causality of
small and large intestinal microbiota in weight regulation and insulin resistance. Molecular Metabolism, 5(9), 759—
770. https://doi.org/10.1016/j.molmet.2016.06.002

Schoeler, Marc, and Robert Caesar. 2019. “Dietary Lipids, Gut Microbiota and Lipid Metabolism.” Reviews in
Endocrine and Metabolic Disorders. https://doi.org/10.1007/s11154-019-09512-0.

Schneider, S., Bubeck, M., Rogal, J., Weener, H. J., Rojas, C., Weiss, M., Heymann, M., van der Meer, A. D., & Loskill,

P. (2021). Peristaltic on-chip pump for tunable media circulation and whole blood perfusion in PDMS-free organ-

68


https://doi.org/10.1038/s41591-018-0297-y
https://doi.org/10.3389/fphys.2018.01584
https://doi.org/10.3390/mi12050546
https://doi.org/10.1186/s12918-019-0686-y
https://doi.org/10.1007/s11154-019-09512-0

on-chip and Organ-Disc systems. Lab on a Chip, 21(20), 3963-3978. https://doi.org/10.1039/d11c00494h
Shah, P., Fritz, J. v., Glaab, E., Desai, M. S., Greenhalgh, K., Frachet, A., Niegowska, M., Estes, M., Jager, C., Seguin-

Devaux, C., Zenhausern, F., & Wilmes, P. (2016). A microfluidics-based in vitro model of the gastrointestinal

human-microbe interface. Nature Communications, 7. https://doi.org/10.1038/ncomms11535

Shaker, A., & Rubin, D. C. (2010). Intestinal stem cells and epithelial-mesenchymal interactions in the crypt and stem
cell niche. In Translational Research (Vol. 156, Issue 3, pp. 180-187). Mosby Inc.
https://doi.org/10.1016/j.trsl.2010.06.003

Sheflin, Amy M., Alyssa K. Whitney, and Tiffany L. Weir. 2014. “Cancer-Promoting Effects of Microbial Dysbiosis.”
Current Oncology Reports. https://doi.org/10.1007/s11912-014-0406-0.

Shim, Kyu Young, Dongwook Lee, Jeonghun Han, Nam Trung Nguyen, Sungsu Park, and Jong Hwan Sung. 2017.
“Microfluidic ~ Gut-on-a-Chip with  Three-Dimensional Villi  Structure.” Biomedical Microdevices.
https://doi.org/10.1007/s10544-017-0179-y.

Shin, Hye Su, Vinayakumar Gedi, Joon Ki Kim, and Dong ki Lee. 2019. “Detection of Gram-Negative Bacterial Outer
Membrane Vesicles Using DNA Aptamers.” Scientific Reports. https://doi.org/10.1038/s41598-019- 49755-0.

Shin, W., Hinojosa, C. D., Ingber, D. E., & Kim, H. J. (2019). Human Intestinal Morphogenesis Controlled by
Transepithelial Morphogen Gradient and Flow-Dependent Physical Cues in a Microengineered Gut-on-a-Chip.
IScience, 15, 391-406. https://doi.org/10.1016/j.isci.2019.04.037

Tan, H. Y., Trier, S., Rahbek, U. L., Dufva, M., Kutter, J. P., & Andresen, T. L. (2018). A multi-chamber microfluidic

intestinal barrier model using Caco-2 cells for drug transport studies. PLoS ONE, 13(5).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197101
Thompson, C. L., Fu, S., Knight, M. M., & Thorpe, S. D. (2020). Mechanical Stimulation: A Crucial Element of Organ-

on-Chip Models. In Frontiers in Bioengineering and Biotechnology (Vol. 8). Frontiers Media S.A.
https://doi.org/10.3389/fhioe.2020.602646

Thursby, Elizabeth, and Nathalie Juge. 2017. “Introduction to the Human Gut Microbiota.” Biochemical Journal.
https://doi.org/10.1042/BCJ20160510.

Toyofuku, M., Nomura, N., & Eberl, L. (2019). Types and origins of bacterial membrane vesicles. In Nature Reviews

Microbiology (Vol. 17, Issue 1, pp. 13-24). Nature Publishing Group. https://doi.org/10.1038/s41579-018-
0112-2

Tulkens, J., de Wever, O., & Hendrix, A. (2020). Analyzing bacterial extracellular vesicles in human body fluids by
orthogonal biophysical separation and biochemical characterization. Nature Protocols, 15(1), 40-67.
https://doi.org/10.1038/s41596-019-0236-5

Tulkens, J., Vergauwen, G., van Deun, J., Geeurickx, E., Dhondt, B., Lippens, L., de Scheerder, M. A., Miinalainen, I.,
Rappu, P., de Geest, B. G., Vandecasteele, K., Laukens, D., Vandekerckhove, L., Denys, H., Vandesompele, J.,
de Wever, O., & Hendrix, A. (2020). Increased levels of systemic LPS-positive bacterial extracellular vesicles in
patients with intestinal barrier dysfunction. In Gut (Vol. 69, Issue 1, pp. 191-193). BMJ Publishing Group.
https://doi.org/10.1136/gutjnl-2018-317726

Umar, Shahid. 2010. “Intestinal Stem Cells.” Current Gastroenterology Reports. https://doi.org/10.1007/s11894-010-
0130-3.

Villenave, Remi, Samantha Q. Wales, Tiama Hamkins-Indik, Efstathia Papafragkou, James C. Weaver, Thomas C.
Ferrante, Anthony Bahinski, Christopher A. Elkins, Michael Kulka, and Donald E. Ingber. 2017. “Human Gut-

69


https://doi.org/10.1039/d1lc00494h
https://doi.org/10.1016/j.isci.2019.04.037
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197101
https://doi.org/10.1042/BCJ20160510
https://doi.org/10.1038/s41579-018-0112-2
https://doi.org/10.1038/s41579-018-0112-2
https://doi.org/10.1136/gutjnl-2018-317726

on-a-Chip  Supports Polarized Infection of Coxsackie Bl Virus in Vitro.” PL0oS ONE.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0169412.

Washabau, R. J., & Day, M. J. (2013). Large Intestine. Canine and Feline Gastroenterology. 2013:729-77. doi:
10.1016/B978-1-4160-3661-6.00058-4. Epub 2012 Jul 25. PMCID: PMC7152016.

Wu, Qirui, Jinfeng Liu, Xiachong Wang, Lingyan Feng, Jinbo Wu, Xiaoli Zhu, Weijia Wen, and Xiuging Gong. 2020.

“Organ-on-a-Chip: Recent Breakthroughs and Future Prospects.” BioMedical Engineering Online.
https://doi.org/10.1186/s12938-020-0752-0.

Yamanashi, Yoshihide, Tappei Takada, Ryoya Kurauchi, Yusuke Tanaka, Toko Komine, and Hiroshi Suzuki. 2017.
“Transporters for the Intestinal Absorption of Cholesterol, Vitamin E, and Vitamin K.” Journal of Atherosclerosis
and Thrombosis. https://doi.org/10.5551/jat. RV16007.

Yang, Jinho, Eun Kyoung Kim, Andrea McDowell, and Yoon Keun Kim. 2018. “Microbe-Derived Extracellular
Vesicles as a Smart Drug Delivery System.” Translational and Clinical Pharmacology.
https://doi.org/10.12793/tcp.2018.26.3.103.

Zheng, L., Kelly, C. J., & Colgan, S. P. (2015). Physiologic hypoxia and oxygen homeostasis in the healthy intestine. A

review in the theme: Cellular responses to hypoxia. American Journal of Physiology - Cell Physiology, 309(6),
C350-C360. https://doi.org/10.1152/ajpcell.00191.2015
Mimetas. (2011) Our technology. https://www.mimetas.com/en/our-technology/.

Fluigent. (2005) Comparison between peristaltic, syringe and pressure pumps for microflucid applications. Retrieved
from:https://www.fluigent.com/resources-support/expertise/expertise-reviews/what-is-microfluidics/comparison-
between-peristaltic-syringe-and-pressure-pumps-for-microfluidic-applications/.

UK Health Security Agency Culture collections. (2021) Caco-2. Product images. Retrieved from:
https://www.culturecollections.org.uk/products/celllines/generalcell/detail.jsp?refld=86010202&collection=ecac
c_gc

World Health Organization (WHO). News room. Cancer. (February 3 2022). Retrieved from:

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer

70


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0169412
https://doi.org/10.12793/tcp.2018.26.3.103
https://doi.org/10.1152/ajpcell.00191.2015

Bakalaura darbs ,,Anaerobas mikrobiotas kultivéSana un analize, piclictojot zarnas uz
¢ipa bez PDMS poliméra” izstradats LU Biologijas fakultatg.

Ar savu parakstu apliecinu, ka pétijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.

Autors: Valérija Movc¢ana 01.06.2022.

Rekomend@ju darbu aizstavesanai

Vaditajs: Dr.biol. Arttirs Abols 01.06.2022.

Recenzents: MSec. biol Laila Silamikele

Darbs iesniegts LU Biologijas fakultaté 01.06.2022.

Lietvede: Liliana TeleSeva

Darbs aizstavéts Biologijas bakalaura gala parbaudijuma komisijas sédé
prot. Nr. , Vert€jums

Komisijas sekretars/e:

71



