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ANOTACIJA

Organoidi ir paSorganizgjosas 3D Sunu struktiiras, kuru uzbiive un §tinu hierarhija
atgadina to izcelsmes audus. ST lidziba lauj tos izmantot dazados pétfjumos. Darba mérkis ir
raksturot aizkunga dziedzera organoidus, izmantojot mikroskop&Sanas metodes un pielietot
att€lu kvantificeSanas programmas atteélu analizei. Organoidu attelu analize ir netriviala, jo
organoidiem ir atSkirigas formas un izméri, bet $iinas tajos atrodas dazadas plaknés. Salidzinot
veselu organoidu ieziméSanas metodi ar imtnfluorescenci uz kriotoma griezumiem metodi,
kvalitativaku informaciju sniedz veselu organoidu ieziméSanas metode. Neskatoties uz to, abas
pieejas apstiprina izveidoto aizkunga dziedzera kanalinu fenotipu. Darba izmantotas
automatiskas kvantifice$anas metodes lauj atpazit un saskaitit organoidus, bet iegiitie rezultati
nav precizi — ir nepiecie$ama att€lu iegliSanas procesa standartizé$ana un turpmaka programmu

pilnveidosana, lai biitu iesp&jams tas pielietot aizkunga dziedzera organoidu attélu apstradg.

Atsleégvardi: aizkunga dziedzera organoidi, imiinfluorescence, veselu organoidu iezimésana,

kvantificéSana.



ABSTRACT

Organoids are self-organizing structures of 3D cells whose structure and cell
hierarchy resemble the tissues of origin. This similarity allows them to be used in a variety of
studies. This work aims to characterize pancreatic organoids using microscopy methods and to
apply image quantification programs for image analysis. The analysis of organoid images is
non-trivial because organoids have different shapes and sizes, but the cells are in different
planes. When comparing the whole mount staining method with the immunofluorescence
method, better and more qualitative information is provided by the whole-mount staining
method. Nevertheless, both approaches confirm the phenotype of the established pancreatic
duct. The automatic quantification methods used at work allow for the identification and
counting of organoids, but the results obtained are not accurate — standardization of the imaging
process and further development of programs are necessary to enable them to be applied in the

processing of images of pancreas organoids.

Keywords: pancreatic organoids, immunofluorescence, whole-mount staining, quantification.
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APZIMEJUMU SARAKSTS

2D — divdimensiju

3D — trisdimensiju

CDH 1 - E kadherins

CDKN 2A — ciklia atkarigas kinazes inhibitors 2A

CFTR - cistiskas fibrozes transmembranas vaditsp&jas regulators
EGF — epidermalais augSanas faktors

FGF — fibroblastu augSanas faktors

K19 — keratins 19

MUC — mucins

NADPH — nikotinamida adenina dinukleotida fosfats

PDX1 — aizkunga dziedzera un divpadsmitpirkstu zarnas transkripcijas faktors 1
PPN — pseido papilara neoplazma

PTF1a — aizkunga dziedzera transkripcijas faktors 1 o

SOX9 — SRY Box transkripcijas faktors 9

TP53 — audz€ja proteins P53



IEVADS

Organoidi ir 3D daudz$iinu Stnu struktiras, ar kuru palidzibu ir iesp&jams labak
atdarinat attiecigo organu in vivo, sniedzot iesp&ju to talak izmantot dazados p&tijumos.
Salidzinot ar 2D kultaram, kultivéSsana organoidos nodrosina S$tnam fiziologiski
atbilstodakus apstaklus un lauj iegiit in vivo apstakliem pietuvinatus rezultatus. Sis ir
daudzsoloss modelis, lai veicinatu personalizétu medicinu, ka ari, lai ierobezotu dzivnieku
izmanto$anu pétijumos. (13,16).

Atkariba no kultivésanas apstakliem, organoidi, kas iegiiti no aizkunga dziedzera var
sastavét gan no eksokrinijam $tnam, kas ir kanalina Stinas un acinaras $tnas, gan no
endokrinajam $tnam, kas ir alfa, beta, delta un aizkunga dziedzera polipeptidu veidojosas
Stinas. Modelis, kas izmantots darba, atdarina aizkunga dziedzera kanalinu fiziologiju.
Svarigs $o organoidu potencialais pielietojums ir personaliz&étas medicinas joma, kas lautu
zalu parbaudi perioda pirms vai paraléli kliniskas terapijas noteik$anai (18,20).

Izmainas organoidu morfologija, skaita un izméra var izmantot, lai izvertétu zalu
atbildes reakciju. Organoidu attélu analize nav triviala, jo tie atrodas dazadas plaknés, tiem
ir dazadi izméri un formas, tie atrodas vai nu loti blivi vai izretoti. Att€lu apstrade manuali
ir laikietilpiga un ne vienmér sniedz precizus rezultatus, tadé] ir nepiecieSama attélu analizes

programma, kas ir piemérota 3D att€lu apstradei un sniedz ticamus rezultatus (44,45,46).

Darba meérkis: Raksturot aizkunga dziedzera organoidus, izmantojot mikroskop&sanas

metodes un piclietot att€lu kvantificésanas programmas attélu analizei.

Darba uzdevumi:

1. Raksturot aizkunga dziedzera organoidus izmantojot aizkunga dziedzera kanalina
markierus un priekSte¢$iinu markierus.

2. Izveidot aizkunga dziedzera organoidu att€lus ar gaiSa redzeslauka un fluorescences
mikroskopu. Salidzinat rezultatus no dazadam paraugu iezimé$anas metodém —
veselu organoidu un kriotoma griezumu iezimé$anas.

3. Pielagot un optimiz&t paraugu sagatavosanu aizkunga dziedzera organoidu
paraugiem.

4. Pielagot un izveidot algoritmu FIJI programma, izmé&ginat CellProfiler programmu
aizkunga dziedzera organoidu kvantificéSanai.

5. lIzvertét ieglitos rezultatus.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Aizkunga dziedzera raksturojums

Aizkunga dziedzeris ir organs, kas morfologiski sastav no 4 dalam: galvas, kakla,
kermena un astes, tas atrodas védera dobuma un veic gan eksokrinas, gan endokrinas funkcijas.
Galvenas funkcijas ir hormonu insulina, glikagona un somatostatina sekrécija un gremosanas
enzimu sint€ze. Galvenas eksokrinas sekrécijas izpliist pa vairakiem maziem kanaliem, kas
sakas asté. Aizkunga dziedzeri apnem plans irdenu saistaudu slanis, kas veido kapsulu un
starpsienas, kas veido aizkunga dziedzera lobaino izskatu. Katra daiva sastav no dazadam
serozam sekrécijas vienibam, ko sauc par acinarajam s§tinam (1). Acinaras $iinas veido aizkunga
dziedzera eksokrino dalu, tie izdala vairakus fermentus, kas ir aktivi olbaltumvielu, tauku un
oglhidratu sadaliSana, piemeram, tripsins, lipaze un amilaze, kuri talak tiek izvaditi divpadsmit
pirkstu zarna (1,2). Katra acinara Siina sastav no piramidveida serozam S$tinam, kuru virsotne
ieskauj centralo kanalu limenu. Starp acinarajam §tinam atrodas Langerhansa salinas, kas atbild
par endokrino funkciju. Salinas sastav no alfa Sinam, kas izdala glikagonu, beta $tinam, kuras
sastada 40-60% no endokrinajam S$tnam un izdala insulinu, delta $anam, kuras izdala
somatostatinu un aizkunga dziedzera polipeptidu Stnam, kuras izdala aizkunga dziedzera
polipeptidu (1,2,3). Ka ar nesen tika aprakstita piekta grelinu izdaloSo & Stunu populacija, kas
atrodama arT kungi. Grelins ir galvenais apetites un energijas lidzsvara regulators un tam ir
svariga loma glikozes homeostaze. Tam ir sarezgita ietekme gan tiesi, gan netiesi uz beta Sinam
(3). Papildu endokrinie $iinu veidi, kas atrodami salinas ir atbildigi par citu hormonu, pieméram,

vazoaktivo zarnu peptida, mitolina un serotonina sekréciju (1).

1.2. Aizkunga dziedzera patologijas

1.2.1. AKkits pankreatits

Aktts pankreatits ir biezi sastopams kliniskais stavoklis, ko izraisa akiits aizkunga
dziedzera ievainojums, kas izraisa talak ejoSu iekaisumu, ko raksturo sapes védera un
paaugstinats aizkunga dziedzera enzimu limenis seruma (1,3). AkTtu pankreatitu izraisa
vairakas etiologijas, no kuram visizplatitakas ir zultsakmeni, kas veido lidz 40% gadijumu un
alkohols, kas izraisa aptuveni 30% gadfjumu, citi c€loni ir medikamenti, piem&ram,
angiotenzinu konvertg€josa enzima inhibitori, furosemids, azatioprins, valproats; infekcijas,
pieméram, A un E hepatits, koksakiviruss B; iedzimtas mutacijas katjonu tripsinogéna vai

cistiska fibroze; mehaniskas etiologijas, pieméram, védera trauma, aizkunga dziedzera vézis un
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vielmainas c€loni, pieméram, hipertrigliceridémija un hiperkalci€mija. Neatkarigi no raSanas
veida, akiits pankreatits ir acinaro Stnu bojajumu un enzimu izdaliSanas sekas, kas izraisa
intraactna zimogena aktivaciju un Stnu autofagiju. Enzimi tripsins, himotripsins, elastaze,
fosfolipaze A2 un lipaze noarda audu membranas, izraisot apaptozi, nekrozi, tisku, asinsvadu

bojajumus, asinoSanu un sekojosu lokaliz€tu un sistematisku iekaisuma reakciju (1).

1.2.2. Hronisks pankreatits

Hronisks pankreatits ir ilgsto$s aizkunga dziedzera iekaisuma, kas izraisa
neatgriezenisku strukturalu bojajumu, ko raksturo fibroze un kanalu struktiiras, kas savukart
izraisa neatgriezenisku aizkunga dziedzera eksokrinas un endokrinas funkcijas samazinasanos.
Hroniska pankreatita etiologiju ietekmé vairaki faktori, visizplatitakie provokativie faktori ir
alkohola lietosana, kas veido 50% gadijumu. P&tijumi liecina, ka alkohola lictosanai un tabakas
smékesanai ir sinergiska darbiba. Citi etiologiskie faktori ir genétiskas mutacijas katjonu
tripsinogénana géna, serina peptidazes inhibitora Kazal tipa 1 un cistiskas fibrozes
transmembranas regulatora. Aizkunga dziedzera fibrogenézes sakumu hroniskam pankreatitam
izraisa intersticialo mezenhimalo $tinu, kanalu $tinu un/vai acinaro $tinu bojajumi, atkariba no
celonsakaribas faktora, bojajumi izraisa eksokrino un endokrino mazsp&ju. Samazinoties
lipazes un proteazes sekrécijai, attistas malabsorbcija un talak svara zudums. Glikozes
nepanesamiba var rasties insulina deficita dél, cukura diabéts bieZi ir v€linas sekas endokrinas
sist€émas disfunkcijai. Cilvékiem, kas cieS no hroniska pankreatita ir lielaks hipoglikémijas
attistibas risks, papildu komplikacijas ir pseidocistu veidoSanas, zultsvada vai
divpadsmitpirkstu zarnas obstrukcija, aizkunga dziedzera kanala darbibas traucgjumi, kas

izraisa ascitu, liesas vénu tromboze (1,3).

1.2.3. ledzimts pankreatits

ledzimts pankreatits ir reta forma agrina stadija, tas ir autosomali domingjoSs
trauc€jums ar mainigu slimibas izpausmi. Personam, kuras skarusi §1 probléma, slimibas gaita
var atskirties no loti vieglas lidz smagai, ka arT ir paaugstinats aizkunga dziedzera véza risks,
mutacijas trauc€jumi izraisa nepareizu proteina salociSanos, kas noved pie endoplazmatiska

tikla stresa, ka rezultata rodas acinaro $tinu bojajumi un pankreatits (3).

1.2.4. Cistiska fibroze

Cistiska fibroze ir autosomali recesiva genétiska slimiba, ko raksturo daudzu organu

patologijas, ka arl ievérojami samazinats paredzamais dzives ilgums, ko izraisa mutacijas



cistiskas fibrozes transmembranalas vaditspgjas regulatora géna. Ta funkcijas traucgjumi rada
defektu elektrolitu transportéSana caur membranu, ipasi ietekm&jot plausSas un aizkunga
dziedzeri, 83% no visiem cistiskas fibrozes pacientiem ir nepiecieSama aizkunga dziedzera
enzimu aizstajterapija. Normala aizkunga dziedzeri acinaras Stnas izdala salidzino$i maz
skidruma, tacu cistiskas fibrozes gadijuma, izdalitais aizkunga dziedzera skidruma daudzums
ir ievérojami zemaks, ka rezultata aizkunga dziedzera kanalos rodas biezas glotas, kas izraisa
kanalu nosprostojumu ar mukoproteida aizbazniem, kalcifikaciju, acinaro $tinu iznicinasanu,
aizkunga dziedzera cistu veidoSanos un visbeidzot fibrozi. Pankreatits var biit pirma cistiskas
fibrozes pazime. Kliniskie simptomi cistiskajai fibrozei ir sapes veédera, gremosanas trauc€jumi

un pazeminats kermena masas indekss (3,4).

1.2.5. Aizkunga dziedzera vezis

Aizkunga dziedzera v&zis ir attiecinams uz karcinomu, kas rodas no aizkunga dziedzera
kanala S$tnam. Aizkunga dziedzera kanala adenokarcinoma (PDAC — pancreatic ductal
adenocarcinoma) un tas varianti veido 90% no visam aizkunga dziedzera karcinomam (8).
PDAC ir viena no navéjosakajiem laundabigajiem audzgjiem, iemesls tam ir novélota diagnoze.
Prognozgjama dzivildze ir zem 1 gada, 5 gadu dzivildzes raditajs ir zem 9% (7, 15). Aizkunga
dziedzera véza riska faktori: smékéSana, vecums virs 55 gadiem, diabéts, aptaukoSanas,
hronisks pankreatits, aknu ciroze, helicobacter pylori infekcija, darbs ar kimiskam vielam
kimiskas tiriSanas un metalapstrades nozaré, virieSus skar biezak neka sievietes, biezak
sastopams afroamerikaniem, gimenes vésture (7,8). 10% gadijumu ir genétisks c€lonis,
pieméram, genétiskas mutacijas, viena vai vairakos no Cetriem géniem KRAS, kas sastopams
apméram 90% gadijumu, CDKN2A (49-98%), TP53 (20-76%), SMAD4 (19-50%). Ir novérota
ari saistiba ar iedzimtiem sindromiem, pieméram, Lin¢a sindromu (6,7,19). Pastav ari citas génu
mutacijas, tacu to izplatiba nav tik bieza. Viens audzgjs spgj veidot vairakas mutacijas, tadgjadi
ir gritibas ar mérkterapijas izstradi (19). Paslaik PDAC tiek arstéts ar gemcitabinu/nab-
paklitakselu vai FOLFIRINOX (5-fluoruracilu, leikovorinu, irinotekanu un oksaliplatinu), ka
ari, ja ir iesp&jams, to kombin€ ar operaciju (28). Lielakajai dalai pacientu tiek diagnosticéta
lokali progres€josa vai metastatiska slimiba, kur tikai 10-20% ir pieméroti kirurgiskai
rezekcijai. Pacienti ar robezslimibu tiek arst&ti ar neoadjuvantu citotoksisku kimijterapiju pirms
kirurgiskas rezekcijas, lielaka dala sanem adjuvantu Kimijterapiju (19).

Reti sastopama adenoskvamozas karcinoma, kas veido 1-4% eksokrino laundabigo
audzgeju. Ipasi biopsijas, negaiditas plakansiinu izmainas var radit metastazu iespaidu vai citu
audz&ju veidu. Citologija un histologija §is karcinomas diferenciacija izcelas ar bazala tipa

keratinu diferencialo ekspresiju, ka art P63 un/vai P40 (22). V&l viena kategorija ir
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osteoklastiska milzsinu karcinoma, ko arT bieZi, bet ne vienméer pavada PDAC. Sis veids ir reti
sastopams un veido 1-4% invazivo aizkunga dziedzera vézi. Sim audz&jam ir arT atskirigs
molekularais profils, kas ir ka atsevisks klasteris profiléSanas petijumos. Sarkomatoida
karcioma, kura audz€ja Stinas piesaista osteoklastus, kas ir kaulu rezobcijas Stnas. Tie ir
norobezoti audzgji, kas parasti rodas saistiba ar mucinozam cistiskam neoplazmam vai
intraduktalu papilaru glotadas neoplazmu (22).

Kolodiala karcinoma ir rets audzgjs, 1-3% gadijumu laundabiga eksokrina aizkunga
dziedzera véza gadijuma. Tam ir kanala izcelsme, tehniski PDAC “radinieks”, bet ar 5 gadu
dzivildzi virs 55%. Razotais mucins aprij audz€ja Siinas un kalpo ka faktors, kas novers audzgja
Stinas no izpleSanas. Svarigi, ka koloidala aizkunga dziedzera karcinoma ir audzgjs ar skaidru
diferenciaciju, uzradot izkliedétu transkripcijas faktoru CDX2 (Caudal type homebox 2) un
MUC?2 markieri, kur abi nav nolasami neviena cita aizkunga dziedzera audzgja (22).

Vel viena kracinoma, kas var rasties aizkunga dziedzerT un ir kanala izcelsmes, ir
medulara karcinoma. Sis audzgjs atrodas divpadsmitpirkstu zarna vai apak$gja gremog$anas
trakta, ko raksturo mezglains sincitalas aug$anas modelis, iekaisuma infiltracija un biezi — ir
saistiba ar paaugstinatu DNS mutaciju slogu (22).

Lielaka dala PDAC rodas de novo, iesp&jams un parasti saistiba ar mikroskopiskam,
nejausam displazijas formam, kuras aizkunga dziedzeri sauc par aizkunga dziedzera
intraepitélija neoplaziju. 4% PDAC no labdabiga intraepitelialiem veidojumiem, proti, no
kanalinu glotainam cistiskam neoplazmam (IPMN — intraductal papillary mucinous neoplasm).
Invazivas karcinomas, kas rodas no IPMN var but vai nu PDAC vai koloidalas karcinomas
veidiem. Koloidala karcinoma parasti ir saistita ar zarnu tipa IPMN, ar abiem audzgjiem, kam
raksturiga zarnu cilmes $tinu markieru MUC2 un CDX2 ekspresija. IPMN onkocitiskais
variants (intraduktala onkocitiska papilara neoplazma) biezi izpauzas ka loti sarezgits, dal&ji
cistisks un dalgji cietas masas, un to biezi nav iesp&jams izoperét. Parasti tas tiek nepareizi
diagnosticéts ka adenokarcinoma. Neskatoties uz sarezgitibu, tie ir kirurgiski arst&jami audzgji.
Siem audzgjiem tritkst mutaciju KRAS un GNAS génos (22).

Aizkunga dziedzera neiroendokrini audzgji tiek iedalits divas apakSkategorijas: labi
diferencéti audz€ji, ko déve ari par salinu $iinu audzgjiem/ karcinomam un slikti diferencéta
neiroendokrina kracinoma, kas atrodas plau$as ar mazam $tnam, bet daudz variantos. Labi
diferencéti audzgji ir zemas pakapes laundabigi audzgji, kurus ir iesp&jams arstet kirurgiski. Pat
tad, ja tie ir metastatiski, tie aug leni, bet tie nereagé uz terapiju (22).

Acinaro $iinu karcinomas ir salidzinosi reti sastopamas. Stinas $ajos audzgjos atgadina acinaras
Stnas, uzrada fermentativas granulas histologiski, tam ir monotoni kodoli ar atseviskiem

izteiktiem kodoliniem. Acinaras karcinomas var uzskatit par vidéjas pakapes aizkunga
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dziedzera vézi, tam ir agresiva uzvediba, bet vidéja dzivildze ir 5 gadi, kas ir vairak neka PDAC.
Parasti tie ir lieli, kompakti, norobezoti audzgji, kas saistiti ar nekrozi (22).

Pankreatoblastoma ir atSkirigs audz&ja veids, kas rodas aizkunga dziedzeri, kura
pazimes ir plakansiinu asinskermenisu klatbiitne, ko parada kodola beta katenina uzkrasanas.
Ta biezi tiek nepareizi diagnostic€ta ka neiroendokrinais audzgjs vai acinars audzgjs.
Pankreatoblastomas var but saistitas ar gimenes adenomatozo polipozi un ar to saistitajiem
sindromiem, tostarp Gardnera. Ta ir lidziga acinaro $inu karcinomai gan péc morfologijas, gan
molekulara profila, gan uzvedibas (22).

Pseido—papilara neoplazma (PPN) ir savdabigs audzgjs, kas raksturigs aizkunga
dziedzerim. PPN izcelsmes stnas nav skaidras. PPN var buat loti griiti atskirt no
neiroendokriniem audzgjiem gan kliniska, gan patologiska Iimeni, tap&c parasti tas ir nepareizi
diagnosticeéts. Imuncistokimiski — beta katenins parada difiizu kodolmateriala mark&jumu,
keratins un hromogranins parasti abi ir negativi vai fokali pozitivi. Lai gan PPN tiek uzskatits
par laundabigu, faktiski tas ta ir loti reti, pat metastazes aknas var but arst€jamas. PPN
izdzivoSanas raditajs ir >95% (22).

Viens no vissarezgitakajiem patologijas aspektiem aizkunga dziedzera véza
klasifikacija un pareiza arstéSana ir probléma to atSkirSana no sekundarajiem laundabigiem
audzéjiem. Divpadsmitpirkstu zarnas un Zzultsvadu vézis biezi vien metastazé un paradas
sekundari ka aizkunga dziedzera primarais audzgjs. Ipasi limfomas, nieru dziedzera karcinomas

un kunga vézi médz diagnosticét nepareizi ka primaro aizkunga dziedzera adenokarcinomu

(22).

1.3. Pétijjumu metodes

1.3.1. Pelu Iinijas

Dzivnieku modeli ir noderigi prekliniskajos pe€tijumos, lai prognozetu pretvéza zalu
efektivitati un toksicitati (9). Pelu Iinijas ir viena no visbiezak izmantotajam modelu sist€émam,
lai pétitu slimibas. Ka triilkumus var minét prasibas péc dargam dzivnieku telpam, kuras peles
ir jauztur, butiskas atskiribas starp cilvéka un peles fiziologiju, ka ari &tikas apsvérumus, kas
saistiti ar dzivnieku izmantoSanu pétijumos (16).

Ksenografta modelis ir viena no pieejam onkologija, kas klast arvien popularaka. Ta
ietver véza Stinu ksenotransplantaciju no pacienta audz€ja peles modelos, parbaudot zalu
efektivitati. Sie ksenotransplanati saglaba originala audzgja struktiru, morfologiju un
molekularas ipasSibas. Svarigi ir tas, ka tos ir iesp€jams izmantot primaras $iinu Iinijas

atvasinasana. ST metode lauj noveértét neoplazijas progresésanu, sniedz iespéju identificét
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jaunus potencialos biomarkierus. Prieksrocibas ir, ka paraugi atspogulo konkrétu pacientu
audz€ja pasibas. Tie In vivo sisteéma, kura ir iesp&jams novérot dazas genétiskas novirzes,
kuras parasti netiek atklatas, tadgjadi sniedzot iesp&ju personaliz€tai terapeitiskai pieejai.
Trikumi ir augstas izmaksas un laikietilpigais process, kas ierobezo $adas pieejas izmantoSanu
klmiskajos p&tijumos (19,24).

Genétiski modificétie pelu modeli. Izmantojot génu inZenierijas metodes, ir iesp&jams
izraistt specifiskas g€nu mutacijas primarajos onkogenos vai audz&ja nomacosos génos pelém,
izraisot audzgja attistibu. Sada veida modelis, kas pazistams ka genétiski modificéts peles
modelis tiek plasi izmantos audz€u progres€Sanas pétijumos, pieméram, no pirmsvéza
bojajumiem — (aizkunga dziedzera intraepitélija neoplazijas) Iidz pilnigai karcinomai.
Aizkunga dziedzera gadijuma, visplasak izmantota ir KPC pele, kura audzgjs tiek generéts ar
specifisku onkogéno Kras®?P un Trp53%72 alglu ekspresiju, izmantojot aizkunga dziedzera
specifisko promoteri PDX1. KPC audzgjiem ir raksturiga stipra fibroze un tie atri veido
metastazes. Trikums ir lielas izmaksas, ka ari fakts, ka audzgjs ir pelu izcelsmes, tap&c rodas
griitibas to izmantot, lai salidzinatu ar cilvéka organismu. Sie §tinu modeli aug no §inam, kuram
ir ierobezots skaits defin€tu mutaciju, paliek neskaidrs cik labi tiek atspogulots pakapenisks

onkogenais process (19).

1.3.2. Zebrzivtinas

Zebrzivtinas ka mugurkaulnieku modelis tika ieviests pateicoties liela meroga
genétiskjiem pétijumiem jau 1990. gada. Salidzinot ar peles modeli, zebrzivtinu embrijs ir
caurspidigs, ka ar izmaksas ir zemakas. Zebrzivtinu izmantoSanu kaveé sarezgits genoms un ka
ar1 §T modela ierobezota biologiska lidziba ar cilvéka organismu (16). Zebrzivtinu audz&ju
modeliem ir tadas paSas paSibas ka cilvéka audz€jam, pieméram, genoma nestabilitate un
metastazes. Ta ka embrijs ir caurspidigs, transgéna markeSana ar fluoresc€josu proteinu lauj
novérot audz&ju progreséSanu un invaziju. Tas arT lauj uzraudzit zalu efektivitati in vivo un
vizuali novertét konkréta fenotipa smagumu (23). Salidzinot ar citam mugurkaulnieku modelu
sistémam, zebrzivtinu embrijiem ir vairakas prieksrocibas: liels peécnacgju skaits, ieprieks jau
minétais caurspidigums, mazais izmérs, kas kopuma padara So modeli par praktiskaku un letaku
laboratorijas in vivo modeli. Izmantojot ksenotransplantatu, zebrzivtinam ir iesp&ja parvarét
trukumus, kas raduSies izmantojot pelu modelus, piemeram, ir iesp&jams iegt lielaku audzgja
Stinu skaitu (apméram 1 miljonu). Izmantojot So modeli personalizétaja medicina, nav
nepieciesama audzgja Stinu paplasinasanas un kimiskas jutibas testa rezultatus ir iesp&jams
ieglt jau péc dazam dienam. Testu atSkiribas laika skala, ir skaidrojamas ar mazo izméru
salidzinosi ar pelém, tapéc injekcijas veikSanai ir nepiecieSams samazinats Stnu skaits. Mazaks
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PDAC stinu daudzums lauj veikt lielaku skaitu ksenotransplantatu, kas nodroSina specigu
statistisko analizi. V&l viena no priek$rocibam §im modelim ir @idens vide, kas sniedz iesp&ju
zalu vielas pievienot tieSi Gidenim, izvairoties no zalu ievadiSanas katram dzivniekam
individuali. Tacu ir svarigi noteikt toksicitates likni katram savienojumam pirms
ksenotransplantata petjjuma uzsakSanas. Zebrzivtinu modeli ir iespgjams paklaut atbilstoSai
zalu koncentracijai un laika gaita nov€rot véza progresé€Sanu attieciba uz $iinu poliferaciju,

migraciju un angiogenezi (24).

1.3.3. 2D Sunu linijas

Stnu Ilinijas sniedz iespéju izprast $Gnu biologiju, audu morfologiju, slimibas
mehanismus, zalu iedarbibu, proteinu raZzoSanu un audu inZenierijas attistibu. Visbiezak Stinu
Iinijas tiek izmantotas zalu prekliniskajos petijumos, véZa petijjumos un petijjumos, kas saistiti
ar génu darbibu (11).

Adherentas 2D Siinu kultiras aug viena slani kultivéSanas flakona vai Petri traucina.
Prieksrocibas ir saistitas ar zemam izmaksam un vieglu funkcionalo testu veikSanu. Galvenie
trikumi: 2D kultivetas Stnas neatdarina audu vai audz&ju dabiskas struktiiras, nav iesp&jams
attelot §tnu — §tnu, §tnu — ekstracelularas vides mijiedarbibas audzgja. Sis mijiedarbibas ir
atbildigas par Stunu diferenciaciju, proliferaciju, vitalitati, génu un proteinu ekspresiju, reakciju
uz stimulantiem, zalu metabolismu un citam $iinu funkcijam. P&c izolacijas no audiem un
parnesanas uz 2D apstakliem, tiek mainita §tinu morfologija, kas var ietekmét to darbibu, $tinu
iekS€jo struktliru organizaciju, sekréciju, ka ar1 tieck mainits Stnu daliSanas veids. V&l viens
trilkums ir tas, ka adherentas kultiiras parasti ir monokultiiras un sniedz iesp&ju pétit tikai vienu
Stnu tipu, ka rezultata trikst audz€ja mikrovides, kas in vivo nepiecieSamas vézi inici€josam
Stunam. Neskaitamo triikumu d€] nepiecieSams atrast alternativas, kas varétu labak atdarinat
dabisko audzgju, piemeéram, 3D kultiiras sistemas (11).

Stinu linijas eksperimenti ir devusi progresu genétiskaja izpratng par aizkunga dziedzera vézi,
bet tie neapkopo fiziologiski nozimigo slimibas statusu pacientiem p&c ortotopiskas
transplantacijas un nesp€j paredzet terapeiskas sekas (17).

Aizkunga dziedzera véza $unu linijas ir tradicionals véza izpétes lidzeklis; tas ir viegli
audz€jamas, tacu tam ir daudz trukumu un ierobeZojumu. Viens no trikumiem ir Stnu
audzéSana monoslani uz plastmasas neatdarina fiziskos apstaklus audzgjos, kur Stinas ir
paklautas lielam spiedienam un mehaniskai slodzei. Otrs — §tinu Iinijam trukst stromas $tinu,
tapéc tas neatspogulo fiziologiskos apstaklus. Ka ari §tnu linijas iegiist arvien lielaku skaitu

mutaciju, Stinu Imijas atSkiras péc fenotipa un genotipa. Tadejadi Stnu linijas klust par sliktu
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sakotn€ja audz€ja parauga att€lojumu. Sarezgijumus rada tas, ka normalas aizkunga dziedzera

kanalina Stinas ir gruti kultivéjamas (19).

1.3.4. 3D Sunu linijas

Viena no pirmajam trisdimensiju kultiram tika izgatavota miksta agara $kiduma, ko
veica Hamburgs un Salmons 1970.gada. Tika dokument&tas lidzibas starp $inu morfologiju un
uzvedibu audzg&ja masa un $tinas, kas kultivetas 3D apstaklos. P&c sagatavosanas metodém 3D
modelus var iedalit: suspensijas kultiras uz zemas adhézijas kultivéSanas platem, kultiiras
koncentréta vide vai zelejveida vielas, kultiiras uz 3D poliméru matricam. 3D sféru koncepcija
ir balstita uz sferoidu struktiiru izveidi, kura $tinas veido dazadus slanus. ST struktiira attélo
audz€ja masas fizikalas un bioktmiskas ipaSibas. DaZam S§iinam zemas adhezijas apstaklos ir
samazinata §tnu — $tnu, $tnu — matricas mijiedarbiba, tas nepiesaistas pie virsmas, dalas un
izveido sferas. Stinas no donora audiem tiek kultivétas daudz$inu, trisdimensiju struktiiras. ST
modela iezimes ir precizas Stinu — §tinu, Sinu-vides mijiedarbibas atdarinaSana, kas lauj iegiit
audu strukttiras imitaciju. 3D kultiiras tiek saglabata $tinu morfologija un polaritate un tas var
atjaunot Stinas, kas ieprieks tika kultivétas 2D. Dazas 3D sistemas, pieméram, acinarajam
Stunam lidzigiem sferoidiem ir novérota specifiska ieks€ja struktiira ar limena veidosanu. Tas
ir §tinu apoptozes rezultats sferoidu centralaja dala. Stinu proliferacija ir atkariga no $iinu
atraSanas vietas un ir augstaka 3D struktiiru periferaja dala. Visas §is funkcijas rada iespg€jas,
ko var izmantot véza ierosinataju biologijas, invazijas un metastatisku procesu izpétei, ka ari
zalu test€Sanai vai $tinu reakcijai uz apstaroSanu (11).

3D suspensijas kultiiras sist€mas plasi tiek izmantotas ka paraugs pétijumos, pieméram,
véza ierosinataju §inu populacijas palielinaganai. ST metode lauj veikt vienkar$us un zemu
izmaksu biologiskos pétijumus. Audz&ja Stinas ir mazak jutigas pret zalem 3D formata neka 2D
kultiira, So efektu, iesp&jams izraisa samazinata pieckluve barotné esosajiem savienojumiem vai
patofiziologiskas atSkiribas hipoksijas d&l, vai izmainas Stnas cikla. Papildus izmanto$anai
vEéZza pétijumos, $o audu kultiiru var izmantot ariaudu inZenierija, farmakologiskajos p&tijumos,
Stinu fiziologijas p&tijjumos (11, 12).

3D formata $tnu linijas nelauj $inam piekerties pie kultivéSanas trauka virsmas.
Sferoidi labak neka 2D §tnu modeli atdarina fiziologiskos apstaklus, laujot modelét $tnu
savstarpgjo mijiedarbibu. Ta pat ka ar jebkuru $tinu Iiniju modeli, ari sferoidi atspogulo tikai
dalu no molekularas daudzveidibas, kas atrodama realos audos un audzgjos (19). Daudzas 3D
metod@s efektivitate, kalposanas laiks, atkartojamiba, darbiba ir zemaka neka 2D $iinu Iinijas.

Biezi sastopama probléma/ trukums ir sferu veidosanas nevis no vienas $tinas, bet no vairakam
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Stinu kopam (11). 3D modeli ievérojami samazina izmaksas un eksperimentalas sarezgitibas,

kas saistitas ar dzivnieku izmantoSanu pétijumos (12).

1.4. Organoidi

Hansa Kleversa laboratorija bija pirma, izstradajot 3D sistému, kura epitélija organoidi
tiek iegliti no picaugusa cilvéka audiem, saglabajot sakotn€jo audu identitati. Pirmie 3D
organoidi tika iegiiti no peles tievas zarnas un pakapeniski paplasinajas lidz citiem peles un
cilveka kunga — zarnu trakta epit€lija audiem (20).

Organoidu kopiga iezime — tie tiek iegiiti no pluripotentam cilmes $tinam, pieméram,

embrionalajam cilmes §iinam vai inducétam pluripotentam cilmes $inam, vai pieauguso cilmes
Stinam (audu cilmes $tinas), ka arT no primariem un metastatiskiem audzgjiem (10,13,29).
Jaunakajos petijumos pieradits, ka organoidus ir iesp&jams atvasinat ne tikai no cilmes Stinam,
bet arT no diferencé€tam Stinam, piemeéram, holangiocitiem (29).
Salidzinot ar 2D kultiiru, 3D organoidi génu un olbaltumvielu ekspresijas, vielmainas funkcijas
un mikroméroga audu uzbiives zina labak sp€j atveidot organu. Organoidi ir daudzsoloSs
modelis, lai veicinatu personaliz€tu medicinu un nakamas paaudzes zalu skriningu un
ierobezotu vajadzibu péc eksperimentiem ar dzivniekiem. Organoidi spéj veikt organa
funkcijas, pieméram, zarnu organoidi var razot glotas, absorbét un izdalit biomolekulas un
uzradit epitélija barjeras integritati (13,16).

Viens no Skérsliem ir, ka organoidu izveides un kvalitates protokoli nav globali
standartizeti, ka ar1izmaksas ir dargas; organoidi maksa mazak neka pelu vai zivju modeli, tacu
tie ir dargaki salidzino$i ar tradicionalajam S$tnu Iinijam, musu, rauga vai tarpu modeliem (13,
16). Izaicinajumus rada ar1 fakts, ka §1s kultras ir sarezgitakas par in vitro modeliem, pie
kuriem pétnieki ir pieradusi. Organoidiem triikkst daudzu sastavdalu; parasti triikkst asinsvadi un
imiinas Siinas. Tas nozimgé, ka tie ir ierobezoti cik lieli tie var izaugt bez $tinu naves un tos nevar
izmantot, lai p&titu procesus, kuriem nepiecieSami Sie komponenti (14).
Organoidi nodroS$ina atrus un stabilus rezultatus, ir vieglak pieejami un nodros$ina gan precizaku
audu att€lojumu, gan lielaku materialu daudzumu. Turklat organoidu kultiiru ir iesp&jams
izveidot dazu ned€lu vai ménesa laika. Kad ta ir izveidota, ir plasas iesp€jas liela méroga
genoma un zalu skriningam (16). Atskiriba no viena slana Stinu linijam, §is kultras var iegit
ar augstu efektivitati no netransformétam SGnam un tas var viegli pavairot noteiktos
kultivéSanas apstaklos (17).

Organo1di varétu biit potencials donora audu avots turpmakai autotransplantacijai, viens

no svarigakajiem organoidu pielietojumiem ir to izmantoSana ksenotransplantatos. Organoidi
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var nodroS$inat iespju atsevisku zalu testéSanai 1sa laika perioda pirms vai paraleli kliiskas

terapijas noteikSanai (20).

1.4.1. Aizkunga dziedzera organoidi

2013.gada Huch ar kolegiem aprakstija 3D organoidu sistému no peles aizkunga
dziedzera kanalina audiem (20). 2015.gada Boj un kolégi zinoja par pirmo 3D organoidu modeli
no peles un cilvéka aizkunga dziedzera adenokarciomas. Aizkunga dziedzera organoidi pilniba
sastav no kanalinu $tiinam (SOX9+, KRT19+ ), kas ekspresé embrija cilmes $inu markieri Pdx1.
Lai aizkunga dziedzera organoidu kultiiras ilgtermina pavairotu, ir nepieciesama EGF, Rspol,
FGF10 un Noggin faktoru klatbutne (25).

Kultivesana tiek izmantots serumu nesaturoSs Matrigels, kam tiek pievienoti vairaki
augSanas faktori, lai pavairotu pelu aizkunga dziedzera Stnas (20). legiitie organoidi ir
fiziologiski lidzigi sakotn&jiem audiem; organoidiem ir kanala epitélija §iinu markieri, bet tiem
tritkst génu, kas reprezente acinaro un endokrino Stnu Imiju (19,20). Veseligu Stinu gadijuma,
organoidi biezi kliist dobi ar skaidru luminalo—apikalo izvietojumu, kas atgadina aizkunga
dziedzera kanala struktiras, savukart véza Stnas veido gan kompaktas, gan dazada izméra
dobas struktaras (19).

Ka ieprieks mingts, aizkunga dziedzeris funkcionali sastav no divam atskirigam dalam:
eksokrinas, kas ietver kanalus un acinaras Siinas, un endokrinas dalas, kas sastav no
Langerhansa salinam (18). Ir identificétas arT endokrinas cilmes $tinu populacijas no peles
aizkunga dziedzera. Sajas $unas nav ekspreséti endokrino §iinu markieri, tam piemit EMT
(epithelial to mesenchymal transition) ipasiba un uz to virsmas notiek Procr (Protein C
receptor) ekspresija. In vivo, Procr+ salinu Siinas tiek paklautas klonalai pavairoSanai
homeostazes laika un tiek iegtiti visu ¢etru endokrino Siinu tipi (30).

Procr+ salinu Stnas tiek izoltas un parklatas ar serumu nesaturo$u barotni, un
papildinatas ar B27, ITS, EGF, heparinu un FGF2. In vitro, izoletas Procr+ salinu $tinas spgj
izaugt salinam lidzigos organoidos, kas ietver visus endokrino §tinu tipus un sp&j atpazit glikozi
un izdalit insulinu. (30).

Svarigs aizkunga dziedzera organoidu pielietojums ir véza organoidu izveide no
atseviskiem pacientiem. So organoidu kultivéana lauj veikt zalu skriningu , kas var veicinat

individualas terapijas attistibu (26).

1.5. Organoidu vizualizacijas un kvantificeSanas metodes

AttelveidoSana ir svariga, lai izprastu Stinu sastavu, formu, savstarp&jo mijiedarbibu.

Divas galvenas analizes organoidu att€liem ir kvantitativa noteik$ana, kas ir $tnu un to
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komponentu skaitiSana, markéS$anas intensitates mériSana, un morfologiskie mérijumi, kas ir,
piemeram, izmérs, forma utt. (21).

Spilgta lauka mikroskopija. Spilgta lauka mikroskopiju izmanto, lai noteiktu
organoidu formu un izméritu divdimensiju parametrus, pieméram, garumu un laukumu.
Paraugiem nav nepiecieSama specifiska apstrade. Organoidu kultiiras ir iesp&jams parbaudit
bez krasosanas un apgaismojums nemaina parauga patiesas krasas. Izmérs tick noverteéts pec
diametra, perimetra vai laukuma, kas var noderét pie organoidu augsanas vai dazadu kultaru
salidzinasanas. Trikums ir, ka gaismas avots atrodas zem parauga un kontrastu rada gaismas
absorbcija parauga. Kad kontrasts ir parak augsts, noverosanas kvalitate pasliktinas, ka rezultata
attéls tiek sabojats, tacu, kad kontrasts ir parak zems, lielaka dala Stinu ir neredzamas, jo tas nav
krasotas (21).

Fluorescences mikroskopija. Fluorescences mikroskopija par gaismas avotu izmanto
noteiktu gaismas vilna garumu, lai apstarotu paraugu un izsauktu fluorescenci, péc tam novéro
formu un objekta novietojumu zem mikroskopa. Ta tik plasi izmantota biologisko paraugu
strukturalaja un funkcionalaja att€lveidoSana. Dazas vielas Stnas, pieméram, NADPH var
izstarot fluorescenci ultravioletaja starojuma, tacu dazas vielas pasas nevar, tapec ta ir jaiekraso
ar fluorescencéjosu krasvielu vai jaiezimé ar antivielu. Fluorescences attélveidosanas galvena
prieksSrociba ir , ka tas var vizualiz€t audus, Stnu tipus, konkr€tas biomolekulas un génu
ekspresiju ar lielu specifiku. Lielakaja dala petijjumu ir jaizmanto invaziva fluorescence, ka
rezultata péc att€lveidosanas, paraugi vairs netiek izmantoti. Citi trikumi ir fotobalinasana un
fototoksicitate, ko galvenokart izraisa fluorofori. Uzbudinati fluorofori var radit reaktivas
skabekla sugas, kas reagg ar viegli oksidéjamiem komponentiem, izraisot fluorscences signala
zudumu un Stnu cikla apstasanos vai Siinas navi. Risinajums ir gaismas devas samazinasana,
tacu samazinoties gaismas devai, attéla kvalitate pasliktinas (21).

Lazerskenéjosa konfokala mikroskopija (LSCM — Laser Scanning Confocal
Microscopy). LSCM ir visplasak izmantotais organoidu att€lveidosanas riks, kas veido optiskas
sekcijas, skengjot paraugu punktu pa punktam ar lazera staru, kas fokus€ts uz paraugu un
izmanto mazus cauruminus, lai izslégtu defokusétu fona fluorescenci. Organoidu attéli, kas
iegtiti ar LSCM, tiek analizeti, lai izméritu dazadus parametrus subcelulara Iimeni, pieméram,
intensitati, formu, virsmu, $tnu sadalijumu, trisdimensiju rekonstrukciju. Saskaitot $iinas,
biomarkierus un kodolus, ir iesp&ja kvantitativi noteikt organoidu aktivitati un izsekot to
augSanu un attistibu. LSCM ir iesp€ja izmantot arT daudzos slimibu pétijjumos, cetrdimensiju
dzivu $tnu attélveidosana, pieméram, lai noteiktu laukumu vai tilpumu, lai uzraudzitu
morfologiskas izmainas u.c.. Kombinacija ar fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM)

to var izmantot, lai analizétu organoidu metabolismu. ST metode sniedz iesp&ju pétit
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intracelularus procesus organoidos, pieméram, pusliSu transportéSanu Vvai citoskeleta
parveidosanu (21).

Daudzfotonu mikroskopija. Daudzfotonu mikroskopija tiek izmantoti impulsa
infrasarkana lazera avoti, kas vienlaikus izstaro vairak neka vienu zemas energijas fotonu, lai
ierosinatu fluoroforus. Apvienota energija ir pietickama, lai paceltu elektronus ierosinata
stavokll un tadgjadi stimulétu fluorescenci. Infrasarkanajai gaismai ir specigaka iespiesanas(
Iidz 1 nm) neka redzamajai gaismai audos, tapec daudzfotonu mikroskopija ir piemé&rotaka, lai
veiktu dzilo vielu tomografiju biologiskajos audos un paplasinatu pielietojuma jomu.
FotobalinaSana un fototoksicitate ir ierobezota fokusa punkta tuvuma, kas palidz samazinat
parauga autofluorescenci un gaismas izkliedi. Daudzfotonu mikroskopija darbojas labak
dzilajos slanos neka LSCM. Daudzfotonu mikroskopijai ir lieliska veiktsp&ja organoidos,
optiska metabolisma attélveidosana ir daudzfotonu mikroskopijas veids, lai parbauditu
raksturigas fluorescences intensitates un vielmainas ilgumu, enzimus, kas var novertét izmainas
organoidu §tinu metabolisma un pielietot zalu skrininga p&tijumos. Daudzfotonu mikroskopiju
var apvienot ar hiperspektralo attélveidoSanu un FLIM, lai novérotu $tnu aktivitati un
specifisku molekularo lokalizaciju, izmantojot fluorescences intensitati, lai novérotu organoidu
attistibu. Intravitala daudzfotonu mikroskopija lauj pétit dinamiskos procesus vienas $iinas
limeni,, laujot telpiski novérot patalogiju, tacu spgj attélot tikai virspus€jos audus. Daudzfotonu
mikroskopijas att€lu iegiiSana parasti ir 1€na, jo notiek sken€Sana punktu pa punktam visa
parauga (21).

Light Sheet Fluorescence mikroskopija (LSFM). Atskiriba starp tradicionalo
mikroskopu un LSFM ir gaismas apgaismojuma rezims. Fluorescences signals tiek savakts ar
noteikSanas objektivu, kas atrodas perpendikulari apgaismojuma asij. Parvietojot paraugu vai
to pagriezot ir iesp&jams attelot vai fotografet ari lielus paraugus no vairakiem lenkiem, iegtistot
3D attelu. Ta ka LSFM ir aprikots ar augstas kvantu efektivitates detektoriem, tam ir laba attéla
kvalitate un attéla uznemsanas atrums. Sis mikroskopijas veids lauj izmérit konkrétu organoidu
konstrukciju biezumu, ka ar1 var noteikt zalu absorbciju trisdimensiju vizualizaciju $tinu limenf.
Tomeér LSFM nepiecieSams, lai paraugi buitu pilniba notiriti un skérsli, pieméram, burbuli, var
radit €nas (21).

Apstradajot iegiitos att€lus var ieglt daudz informacijas un izdarit secinajumus par
eksperimenta norisi. Saja procesa var noderét dazadas brivpieejas attélu apstrades programmas
un algoritmi.

CellProfiler méra lielu skaitu funkciju katrai identific€tajai Stinai, tostarp laukumu,
formu, intensitati un tekstaru. Tas ietver ne tikai daudzas standarta funkcijas, bet ari sarezgitus

merjjumus, piemeéram, Zernike formas elementus un Haralick un Gabor tekstiiras iespgjas. Ir
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arT moduli ar kuriem iesp&jams izmerit dazadas att€la iezimes, piemeram, intensitati, tekstiiru,
piesatinajumu u.c.. Cellprofiler spgj pielagoties jauniem biologiskiem atklajumiem, aprékinot
jaunas funkcijas no identificétajam Stinam, tas lauj atri izmertt jaunus S$iinu fenotipus, ja tas
nepieciesams (31).

ImageJ ir programma, kas atbilst liclakajai dalai att€lu apstrades un analizes prasibu,
kas nepiecieSamas $iinu att€lu apstradei. Tas ietver vairakus att€lu apstradei noderigus rikus,
pieméram, histogrammas manipulacijas un standarta att€la filtrus. Papildus parastajam
funkcijam, Image] ir iesp&jams veikt m&rijjumus 3D att€liem (32).
3D sferoidu un organoidu kulttiram biezi ir mainigs izmérs un morfologiski fenotipi. Organoidi,
kas audzgeti arpusStnu matricas hidrogglos vai uz tiem, neatrodas taja pasa fokusa plakné, kas
izraisa nevienmérigu gaismas caurlaidibu attélos (27).

Papildus $im programmam ir izstradati protokoli, kas palidz kvantificét
organoidus un pielietot masinmaciSanas algoritmus, pieméram, OranoSeg, OrganolD,
OrgaQuant, MorgAna. Viens no lietotajam draudzigajiem algoritmiem ir OranoSeg
(44,45,46).

OranoSeg protokols racionalizé liela izméra morfometrisko profilesanu, kas
nepiecieSams pétijumos, kuros ir iesaistitas sferoidu un organoidu 3D kultdras. Izvairoties no
prasibas péc konfokalas vai augsta kontrasta fluorescences mikrografijam, ar vadliniju
palidzibu ieprieks arhivétie atteli tiek parveidoti kvantitativas datu kopas. So programmu
izmanto, lai apliikotu neviendabigas 3D kultiiras ka biologisku mainigo, kas paklauts parakrino
faktoru un $tinu genotipa modulacijai. OranoSeg algoritms sastav no trim galvenajiem soliem:
1. izlidzinasanas, 2. adaptiva spilgtuma sliekS$na noteikSanas un 3. pecsegmentacijas apstrades
(27).

OranoSeg salidzinajuma ar CellProfiler un ImageJ tika izmantoti MCF10A-5E kriits
epitélija sferoidi. Sferoidie atteli tika apkopoti no ¢etram dazadam laboratorijam, lai fiksétu
partijas variacijas, kas izriet no dazadam hidroggla partijam un spilgta lauka attélveidoSanas
iestatfjumiem. Programmam tika izveidotas vadlinijas, lai maksimali tas pielagotu OranoSeg,
tatu tam visam truka lokala adaptiva spilgtuma sliekSna parametru (27). Neskatoties uz
progresu automatiskaja attélu analize, tas prasa laika ieguldijumu protokola izstradé un
eksperimentu datu ievaksanas bridi ir japievers liela uzmaniba tam, lai attéli tiktu ieghti ar
vienadiem parametriem. Organoidu kvantifikacija no 2D attéliem ar1 nav optimala, jo nelauj

precizi noteikt un analiz&t objektus, kas parklajas un ir arpus fokusa (44).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1.tabula. Darba izmantotie reagenti

Reagents

Razotajs, kataloga numurs

OCT mounting media

VWR, kat.nr. 361603E

4% Formaldehids Sigma-Aldrich, kat.nr. 252549
Hoechest 33342 Thermo Scientific, kat.nr. 62249
Fluoroshield Sigma-Aldrich, kat.nr. F6057

0,1% zelatina skidums (gelatin from porcin
skin)

Sigma-Aldrich, kat.nr. ES-006

Liellopu seruma albumins (BSA — bovine

serum albumin)

Sigma-Aldrich, A9576-50ML

Triton X 100

DAPI

Thermo Fisher Scientific, kat.nr.
P36935

Fosfatu salu skidums (PBS — Phosphate

Buffered saline)

Sigma-Aldrich, kat.nr. D8537-1L

Tween 20 Sigma-Aldrich, kat.nr. P1379

CRS Sigma-Aldrich, CLS 354253
2.2.tabula. Primaras un sekundaras antivielas

Antiviela Razotajs, kataloga numurs

K19 (keratinl9) Signaling Technology, kat.nr. 13092S

CDH1 Biosciences, kat.nr. 610182

MUC Santa Cruz Biotechnology, kat.nr. sc

7314

SOX9 Sigma — millipore, kat.nr. AB5535

PDX1 Biotechne, MAB 2419

PTFla Biosciences, kat.nr. 564745

CFTR Biotechne, kat.nr. MAB 1660

Donkey anti — Rabbit 1IgG (H+L) Alexa | Thermo Fisher Scientific, kat.nr.

Fluor Plus 555 A32794

Donkey anti — Mouse 1gG (H+L) Alexa Thermo Fisher Scientific, kat.nr. A

Fluor Plus 488 21202
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Donkey anti — Goat IgG (H+L) Alexa Thermo Fisher Scientific, kat.nr. A
Fluor Plus 555 21432

Pagatavojamie skidumi:

PBT (0,1%). Lai pagatavotu PBS-Tween, flakona iepilda 1 ml Tween 20 un uzpilda ar
PBS Iidz 1000 ml atzimei (uzglaba 4°C lidz 4 ned€lam) (33).

OWSB organoid washing buffer. Lai pagatavotu OWB, pievieno 1ml Triton X 100 un 2
g BSA, papildina ar PBS Iidz 1 1 (uzglaba 4°C Iidz 2 nedélam) (33).

PBS/BSA (1%). Lai pagatavotu 1% PBS/BSA 1 g BSA izskidina 100 ml PBS (uzglaba
4°C Iidz 2 nedélam) (33).

Fruktozes/ glicerins Skidums. Lai pagatavotu fruktozes/glicerina skidumu ir
nepiecieSams 60% glicerins un 2,5 M fruktoze. Magnétiskaja maisitaja sajauc 330 ml glicerina,
70 ml destileta H2O un 297,2 g fruktozes, istabas temperatiira (uzglaba 4°C Iidz 4 ned€lam)
(33).

D — BSA skaloSanas skidums. Lai pagatavotu D — BSA ir nepiecieSams DMEM ar

augstu glikozes limeni, 0,1% BSA un penicilins/streptomicins (100 vienibas/ml).

Aparatira un materiali:

Koniskie stobrini (15 ml, Sarstedt); safe — lock centrifiigas stobrini 1,5 ml, 2 ml
(Eppendorf); suspensijas $tinu kultivésanas plates (24 laucini) (Sarstedt); folija; pipesu uzgali
10ul, 100 ul, 200 ul, 500 ul (Sarstedt); DakoPen (Agilent); segstiklini (Marienfeld); gaismas
mikroskops (AMG- Evos Thermofischer); centrifiga (Biosan LC 3000 un SIGMA (ar 4C
funkciju)); kriotoms (Leica CM 1850); abpus€jais sko¢s; Fluorescences invertétais mikroskops

iMIC (Till Photonics); horizontalais kratitajs ar termostatu (Biosan).

2.1. Veselu organoidu ieziméSana ar antivielam

Darba gaita:
1. No paraugiem nolej barotni un uzmanigi mazga vienu reizi ar 1 ml PBS.
2. Paraugus liek uz ledus un ggla iz8kidinasanai pievieno 0,5 ml ledus auksta CRS un
atstaj uz ledus uz horizontala kratitaja 30-60 mintes.
3. Noskalo 15ml stobrinu ar PBS-BSA skidumu
4. Organoidus parnes uz 15 ml stobrinu, laucinu skalo ar 1 ml ledus auksta PBS-BSA
Skidumu, lai savaktu visus palikusos organoidus.

5. Stobrinu piepilda lidz 10 ml atzimei ar aukstu PBS-BSA skidumu un liek centrifuggt

70 g — 3 min, 4 °C temperatiira.
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Fiksésana:

1.

Resuspendé paraugu ar 1 ml 4% formaldehida skidumu, ar PBS — BSA 1000 pl
uzgali, inkubé 45 miniites, 4°C temperatiira (inkubacijas perioda vida viegli
atkartoti suspendé organoidus, izmantojot 1000 pl uzgali).

Stobrinu piepilda ar 10 ml auksta PBT un inkub& 10 miniites 4°C temperatira.

Centrifugg pie 70 g — 5 miniites, 4°C temperattra. Organoidus 4°C var uzglabat 48h.

3. Lai organoidus blok&tu un permeabiliz&tu, resuspendé 1 ml auksta OWB skiduma
un parnes uz zemas adhézijas kultivéSanas platém. Inkub€ 15 miniites 4°C.

IeziméSana :

1. Kontrolei viena no tuksajiem lauciniem pievieno 200 ul OWB. Ta ir vizuala tilpuma

8.
9.

reference.

Noliecot plati 45° lenki, nonem OWB, atstajot organoidus 200 pul OWB

Pievieno 200 ul OWB ar primarajam antivielam ar divreiz lielaku nepieciesamo
koncentraciju (K19 1:200; CDH1 1:100; MUC 1:50; SOX9 1:250; PDX1 1:100;
PTF1 a 1:100 ), inkubg uz nakti 4°C, ar vieglu kratiSanu — 60 apgriezieni/min.
Katram laucinam pievieno Iml OWB un tur 3 miniites, p&c tam nonem 1 ml OWB
uzmanigi, atstajot organoidus laucinos.

Mazga ar 1ml OWB, atstaj 2h ar vieglu kratisanu — 60 apgriezieni/min., 4°C.
Mazgasanu atkarto vél 2 reizes, gala atstajot 200 ul OWB

Pievieno 200 ul OWB ar sekundarajam antiviclam ar 2x liclaku koncentraciju
(1:200) un inkubg 4°C ar vieglu kratisanu uz nakti.

MazgaSanu veic ta pat ka péc primarajam antivielam.

Pédéja mazgasanas reiz€ pievieno Hoechest kodolu iezim&Sanai (1:1000)

10. Organoidus parnes uz 1,5 ml stobrinu, lauj nosesties.

Optiska attiriSana:

1.

Nonem visu OWB un pievieno 50 pl fruktozes/ glicerina Skidumu. Inkubé 20
mintites 4°C

Ar DakoPen uz prieckSmetstiklina iezim& 1x2 cm taisnstiiri, arpus€ uzIimé abpusgjo
skocu, pievieno 20 pl parauga.

Pievieno segstiklinu, 1 miniiti gaida un tad to piespiez pie skoca (33).
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2.2. Imunfluorescence uz griezumiem

2.2.1. Organoidu sasaldéSana un grieSana ar kriotomu

1. Organoidiem, kas atrodas platé, nonem barotni, piepilina 0,5 ml auksta 4%
formaldehida un lieck 4°C uz 30 minutém. Formaldehids depolimeriz€ g€lu un
atbrivo organoidus reizg€ tos nofiksgjot.

2. Nofiksetos organoidus parnes 15 ml stobrina un pievieno 10 ml PBS.

3. Centrifugg uz nelieliem apgriezieniem vai lauj organoidiem nosesties. Nonem visu
Skidumu.

4. Organoidu nogulsnei pievieno OCT Skidumu un uzmanigi resuspendé neizveidojot
burbulus.

5. Inkubg vismaz 2h, 4°C (v€lams inkubét uz nakti).

6. Saldésanas forma, vai folija traucina iepilda nedaudz OCT un sasaldé -80°C vai uz
sausa ledus. Virsu sasalusajam OCT parnes OCT ar paraugu un sasald€. Parklaj ar
OCT un sasalde.

7. lzveidoto paraugu var uzglabat ilgstosi -80°C.

8. Sasaldéto paraugu griez ar kriotomu (10-12 pum griezumi). Sagrieztos fragmentus
uznes uz priekSmetstiklina, kas parklats ar polilizinu vai Zelatmu (41).

2.2.2. Organoidu ieZiméSana ar antivielam

1. Paraugu vienu reizi mazga ar PBS $kidumu un fiks€ ar formaldehidu Smin, istabas
temperatura.

2. 3x mazga ar 250 pl 1% BSA/PBS skidumu 3mindtes.

3. Permeabilize un bloké ar 3% BSA/PBS skidumu, kas satur 0,05% Triton X 100.

4. Pievieno primaras antivielas (K19 1:300; PDX1 1:100; SOX9 1:300; CFTR 1:50;
PTF1 a 1:100; CDH1 1:100 1% BSA/PBS ar 0,05% Triton X 100), atstaj uz nakti,
4°C. Izmantojot 150 ul antivielu $kidumu uz katru stiklinu. Stiklinu parklaj ar
Parafilm plévi.

5. Stiklinu skalo 3x ar 250 pl 1% BSA/PBS skidumu ar Triton X 100 3mindites,
pievieno sekundaras antivielas un atstaj uz stundu.

6. Mazga 3x ar PBS/BSA 3min, ar DakoPen iezimé taisnstliri apkart paraugam,

pievieno ieslégSanas Skidumu, kas satur kodola iezimi un uzliek segstiklinu.
2.3.  KvantificeSanas metodes
Kvantificé$anai tika izmantoti 5 attéli (3.10.att.), kur aizkunga dziedzera organoidi ir

izretinata kulttira un 5 atteli (3.13.att.), kur aizkunga dziedzera organoidi ir bliva kulttra. Tika
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izmantots jau gatavs CellProfiler protokols (27) un pasizveidots algoritms jeb Makro prieks
FIJI programmas, kur ka referenci izmantojam manualo skaitiSanu ImageJ programma.
2.3.1. Protokols aizkunga dziedzera organoidu kvantificéSanai ar FI1JI
Makro izretinatai kulttirai:
run("'8-bit™);
run("*Subtract Background...", "rolling=50 light sliding");

run("Gaussian Blur 3D...", "x=2 y=2 z=2");

setAutoThreshold('Default dark™);

[[run("Threshold...");

/IsetThreshold(245, 255);

setOption("BlackBackground”, true);

run(*Convert to Mask™);

run("*Watershed™);

run("Analyze Particles...”, ""size=700-Infinity circularity=0.70-1.00 display clear");

Makro blivai kuliirai:
run("'8-bit™);
run("*Subtract Background...”, "rolling=50 light sliding");

run(Gaussian Blur...", "sigma=2");

setAutoThreshold('Default dark™);

[lrun("Threshold...");

setThreshold(246, 255, "raw™);

/IsetThreshold(246, 255);

setOption("BlackBackground”, true);

run(*Convert to Mask™);

run(""Watershed");

run("'Set Measurements...", "area mean standard min redirect=None decimal=3");

run("Analyze Particles...”, "size=700-Infinity circularity=0.70-1.00 display clear");

2.3.2. Protokols aizkunga dziedzera organoidu kvantificeésanai ar CellProfiler
Izmantotais protokols ir nemts no (27), tas paredz izmantot CellProfiler programmas
sekojosas komandas:
CellProfiler izlidzinasana tiek panakta atverot ar Morph/open (structuring element= 5 pixel

diameter disk) un aizverot ar Morph/close (structuring element= 5 pixel diameter disk). Talak
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tiek izmantots Gausa filtrs ar CorrectilluminationCalculate/GaussianFilter (size= 50 pixels).
Ar CorrectilluminationApply (parameter= divide) Gausa filtra attéls tick dalits ar originalo
att€lu un tiek segmentéts péc Otsus metodes, izmantojot IdentifyPrimaryObjects/Global/Otsu
(parameters= two — class thresholding, weighted variance minimized). Péc segmentacijas
apstrade ietver caurumu aizpildisanu ar IdentifyPrimaryObjects/Fill, izsledzot mazus objektus
ar ldentifyPrimaryObjects (1 pixel< diameter of objects< 50000 pixels). Mazie objekti tiek
atdaliti ar MesaureObjectSizeShape, kas mazaki par 10 pikseliem (27).
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Veselu organoidu ieziméSana ar antivielam

3.1, att. Organoidu ieziméS$ana ar antivielam A — K19 un CDH1; B - K19 un MUC; C — SOX9 un
PDX1; D - PTFla un K19. Garuma nogrieznis visos att€los ir 100 pm.

Saja metodé organoidi netick griezti, tadgjadi tiek saglabats telpiskums. Iegiitie attéli
sniedz priekSstatu par aizkunga dziedzera organoidu struktiiru, izmériem un S$inu
lokalizaciju, kas ir nozimigi, ja ir organoidi, kas sastav no dazadam Stinam (47). legitie
atteli ir labas izSkirtsp€jas ar palielinatiem fragmentiem, kas parada, ka iekrasoti ir tiesi
kodoli (zila krasa) vai citoplazmas elementi, pieméram, ka redzams 3.1.att. C, PDX (zala
krasa) iezime ir tiesi kodola.

Aizkunga dziedzera organoidiem ir atSkirigas formas, kas loti labi novérojams 3.1.att.
A, kur redzams, ka ne visi aizkunga dziedzera organoidi ir apali, te ir arT ovali un reizém
sazaroti, ka arT ir novérojams atskirigs izmérs (3.1.att. D).

Darba tika izmantotas 6 antivielas: K19 (keratin 19), CDH1 (cadherin), MUC (mucinel),
SOX9 (SRY- box transcription factor 9), PDX1 (pancreatic and duodenal homebox1) un

PTF1la (pancreas transcription factor 1 subunit alpha).
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Karedzams (3.1.att. A, B, D) zala krasa ir ieziméts K19 — keratins. K19 ir I tipa keratins,
kuru, pieméram, peles aizkunga dziedzeris ekspres€ kanalina $tinas un acinarajas $tnas
(34). Savukart cilvekiem, augla attistibas laika K19 tiek ekspreséts visas epitélija Stinas, péc
tam — K19 ekspresija tiek saglabata aizkunga dziedzera kanalina un centroacinarajas $unas
(35).

Ka ieprick§ mingéts PDX1 iezime ir tieSi kodola (3.1.att. C). PDX1 ir butiska loma
aizkunga dziedzera eksokrino un endokrino §tinu, tostarp, beta $tinu, attistiba (38).
3.1l.attela C vaji izteikta, bet ir novérojama SOX9 iezime, kas arT ir viens no aizkunga
dziedzera priekste¢siinu markieriem (48).

3.1.attela D sarkana krasa, PTF1a ir iezZim&ts zema liment, tas ir nepiecieSams aizkunga
dziedzera acinaro un kanalina Siinu veidoSanai un ir viens no priekSte¢Sinu markieriem
(39). Sie novérojumi lauj secinat, ka §iem organoidiem ir kanaliniem lidzigs fenotips un
tiem raksturiga arl organa embrionalai attistibai raksturigo markieru ekspresija. Lidziga
markieru ekspresija cilvéka aizkunga dziedzera organoidiem ir jau ieprieks aprakstita
(49,50).

3.1.attela A sarkana krasojuma ir novérojams CHD1- kadherins, kas atrodas epitélija
Sinu membrana, CDH1 zudums var veicinat rezistences veidoSanos pret kimijterapiju
aizkunga dziedzera véza gadijuma (36,37). Sis markieris norada, ka organoidi ir veidoti no
epitélija Sinam. CDHI1 negativas (mezenhimalas Stinas kultiiras netika noveérotas), tatad ir
tiras Stunu kulttiras bez fibroblastiem.

MUC (3.1.att. B) neuzradija pozitivu rezultatu. Mucins ir arpus$iinas proteins un,
iesp&€jams nepiecieSams ilgak kultivet Siinas, lai paraditos ta ekspresija. Citos petijumos
mucins ir novérots péc organoidu parstadisanas in vivo (49).

Metodes prieksrociba ir, ka tiek saglabata audu integritate, struktara. Ta sniedz daudz
informacijas; sniedz prieksstatu par telpisku organoidu parametriem, pieméram, par
aizkunga dziedzera organoidu izméru un sazarojumu. Ar veselu organoidu ieziméSanas
metodi ir iesp€jams noteikt, vai noteiktas organoidu struktiiras ir nov€rojama
heterogenitate. Piem&ram, zarnu organoidu gadijuma, ir novérotas ar cilmes S$tnam
kripatam Iidzigas strukttras (40).

Galvena §is metodes priekSrociba ir augstas izskirtsp€jas trisdimensiju attéls ar
informaciju par proteinu un $tinu atrasanas vietu.

Veselu organoidu ieziméSanas metodes trikumi galvenokart ir saistiti ar lielu materiala
zudumu iezim&Sanas procesa, lidz ar to ieziméSanas reakciju tilpums ir lielaks, kas rada
lielaku primaro un sekundaro antivielu paterinu. Metodes ierobezojums ir nepiecieSamiba

péc kvalitativa konfokala vai Light sheet fluorescences mikroskopa, ka arT ir nepieciesamas
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datorprogrammas, ar kuram iesp&jams apstradat iegitos att€lus. Ka vél viens truokums Sai
metodei ir sarezgitais kvantificéSanas process, pieméram, kodolu kvantifikacijai skérslus
rada kodolu atrasanas vairakas attéla z — plaknés. Kvantifikacijas automatizacija ir pasi
sarezgita, Iidz ar to §T metode nav saderiga ar augstas veiktsp&jas petijumiem, pieméram,
jaunu aktivo savienojumu mekl&jumos.

Tomer jaunakie pétijumi pierada, ka 3D vizualizacijas metodes ir iesp&jams pielietot
zalu skrininga. Piem@ram, p&tijuma, kas veikts uz cilvéka prostatas véza organoidiem, §1s
metodes tika pielietotas, lai p&titu vielu ietekmi uz So organoidu dzivotsp&ju un morfologiju

(42).

3.2. Imiunfluorescence uz kriotoma griezumiem
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3.2.att. Oragnoidu iezimé$ana ar antivielam krio — griezumos A — PDX1 un K19; B — SOX9 un
CFTR; C— PTFlaun K19; D — CFTR un SOX9; E—- CDH1 un K19.

Kriotoma griezumi sniedz iesp&ju ietaupit biologisko materialu, ka ari izmantoto
primaro un sekundaro antivielu daudzumu. Ar metodi iegttie atteli ir piemeérotaki Stinu
kvantificéSana, jo visa informacija atrodas viena plakné. Metode paredz aizkunga dziedzera
sasaldeSanu OCD Skiduma.

Iezimésana tika izmantotas 7 antivielas : K19, PDX1, SOX9, CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), PTFla un CDHI. legitajos attélos aizkunga
dziedzera organoidi bieZi ir deforméti un tie nav ierastaja apalaja forma. Salidzinot ar veselu
organoidu iezim&Sanu, ir noverojams, ka krasojums kodola iezimém (SOX9, PDXI,
PTF1la) ir nevis tieSi kodola, bet apkart tiem (3.2.att. A, B, C, D), iesp&jams tas ir saistits ar
nepietiekoSo paraugu permeabilizaciju.

Tiek novérota CFTR ekspresija, kam ir svariga loma aizkunga dziedzera kanalina
sekrécijas funkcijas un patologija (43). Ka redzams 3.2.att. B un D, CFTR ir atpazits un tas
ir iekrasots zala krasa. K19 (3.2.att. A, C, E), PDX1 (3.2.att. A) un PTF 1o (3.2.att. C) uzrada
augstu Itmeni, bet kodola iezimju specifiskums ir apSaubams. Nemot véra Sos rezultatus,
tiek secinats, ka iegiitie organoidi satur aizkunga dziedzera kanalina $tinas.

Darba gaita tika secinats, ka Histo — bond slaidi Siem paraugiem nav pieméroti, jo
paraugs noskalojas. Piemerotaki ir slaidi ar polilizina parklajumu, bet optimalak ar 0,1%
zelatina Sskidumu.

Kad aizkunga dziedzera organoidi tika sagatavoti saldéSanai un kriotoma grieSanai,
formaldehids Skietami depolimeriz€ja g€lu un padarija to griti manipuléjamu. Tika
izméginatas dazadas formaldehida koncentracijas, ka ari temperatiiras. Formaldehids
mazaka koncentracija izradijas saudzigaks. Savukart saharoze dehidrat&ja g€lu un lika tam

vairak pielipt pie plastmasas virsmas, lidz ar to g€la parneSana uz sasaldéSanas skidumu bez
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ta izjaukSanas nebija sekmiga. Tika noverots, ka $T metode izradijas veiksmigaka uz
mazakiem organoidiem, jo uz lielakiem ir tendence saplakt un zaud@t formu.

Ka alternativu tika méginats saglabat un sagriezt g€lu, kura $tnas aug. Tas butu
noderigi, jo lautu saglabat aizkunga dziedzera organoidu struktiiras, tas biitu loti nozimigi
gadijumos, kas tiek veidotas kopkultiiras, kur vairaki Stunu tipi tiek audz&ti kopa. Ka
piemeru var min&t asinsvadu $iinas, kas veido kapilarus ar organoidiem, vai §vana $iinas un
neironi, kas ar tiem veido kontaktus.

Iezim@é$anai uz kriotoma griezumiem prieksrocibas ir mazak patérétais biologiskais
materials, ka arireagenti, primaras un sekundaras antivielas, salidzinosi ar veselu organoidu
iezim&Sanu, kur materials un reagenti tiek patéréti vairak. Ka vél viena prieksrociba ir
inkubacijas laiks, kas griezumu gadijuma ir uz pusi mazaks neka veselu organoidu
iezim&Sanas metodg, tacu lai ieglitu lidzvertigus rezultatus, iesp&jams ir jaizmanto stipraka
permeabilizacija. Ar1 attéla apstrade ir vieglaka uz griezumiem, tacu iegiita informacija ir
tikai no vienas plaknes, kas ir sagriezta, turpretim veselu organoidu ieziméSanas gadijuma,
informacija ir plasaka. Tiek iegiita informacija par aizkunga dziedzera organoidu formam,
izmeriem, ka ar1 tiek saglabats telpiskums. Neskatoties uz prieksrocibam, ko sniedz
imiinfluorescence uz kriotoma griezumiem, informacija, kas nepiecieSama, ir kvalitativaka

izmatojot veselu organoidu ieziméSanas metodi.

3.3. KbvantificeSanas metoZu salidzinajums

3.3.1. Organoidi izretinata kultara

3.3.att. Organoidi izretinata kultiira Atteli, kuros tika skaititi organoidi.
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atvieglotu pétniecisko procesu. Tika izméginati automatiskas kvantificéSanas varianti (ar FIJI

un CellProfiler programmam) un tika salidzinati rezultati ar manualas skaitiSanas pieeju

(ImageJ programma). Eksperimentam tika izmantoti attéli, kur aizkunga dziedzeri ir dazados

blivumos. KvantificéSanai izretinata kultiira tika izmantoti 3.3.attéli. FIJI programmai veidotais

Makro tika pamata veidots uz 3.3.att. A, veicot minimalus pielagojumus pargjos attélos.

CellProfiler gadijuma tika izmantots protokols, kas izveidots balstoties uz zarnu organoidiem

7).
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Ka redzams grafika (3.4.att.), neviena no programmam nesniedza precizus rezultatus,
salidzino8i ar manualo skaitiSanu. Salidzinot abas programmas, visprecizakos jeb tuvak
manuali skaititajiem rezultatiem, uzradija FIJI programma, tacu art Sie rezultati ir ar ievérojamu
novirzi no patiesajiem. Vistuvakie rezultati ir attélos 3.3.att. A, kur atskiriba ir 4 un 3.3.att. B,
kur atskiriba ir 5. Vislielaka atskirtba ir 3.3.att. E, kur ta sasniedz 21. Tabula redzams, ka
CellProfiler iegiitie rezultati ir ar lielu klidu un nav izmantojami. Tas var&tu bt saistits ar to,

ka zarnu organoidiem nav tik dobas struktiiras un tie ir ar lielaku kontrastu.

3.3.2. Organoidi bliva kultara

3.6.att. Organoidi bliva kultiira Attéli, kuros tika skaititi organoidi.
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3.7.att. Organoidu skaits bliva kultiira

Organoidu kvantificéSanai bliva kultiira tika izmantoti 3.6.atteli. FIJI programma
veidotais makro tika veidots uz 3.6.att. A, pargjiem att€liem veicot nelielas izmainas un
pielagojumus uzstadijumos.

Ta pat ka ar izretinato kultiru, neviena no programmam nesniedza precizus rezultatus.
Salidzinot (3.7.att.) abas programmas, augstaku precizitati uzradija FIJI programma.
Blivaja kulttira Sie rezultati izradijas mazak precizi — Vistuvakos manualajiem rezultatiem
FIJI programma ieguva 3.6.att. C un D. Ka jau izretinata kultara, ari bliva kultora
CellProfiler ir uzradijis nepatiesakos rezultatus.

Makro izveidosana gritibas rada dazadie mikroskopa uzstadijumi, pieméram, gaismas
intensitate. Ka ar1 organoidu lokalizacija, izmérs, daudzums, tas ka tie neatrodas viena
plakng. Ir svarigi saglabat vienadus mikroskopa uzstadijumus visu eksperimentu
dokumentg$anai, jo vienads parauga izgaismojums ir fundamentals. Problémas rada ari
organoidu nestandarta morfologija, kuru var novérot, pieméram, 3.3.att. E ne visi organoidi
ir apali. Ka arf fakts, ka organoidi parklaj viens otru.

CellProfiler programma problémas rada tas, ka mazas dalinas vai netirumi tiek atpaziti
ka organoidi, ka arT lielakoties protokoli tiek veidoti blivu organoidu kvantificéSanai, kas
labi izcelas uz gaisa fona. Aizkunga dziedzera gadijuma organoidi ir dobi un tiem ir tumsas
robezas, bet gaiSs vidus.

Petjjuma, kas veikts ar MCF 10A-5E kriits epitélija sferoidiem, iegiitie rezultati ir
lidzigi. Tika salidzinatas OranoSeg ( METLAB programmas algoritms), ImageJ un

CellProfiler programmas, kur tas tika salidzinatas ar manuali iegiitajiem datiem.
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CellProfiler uzradija viszemako precizitati. Visprecizak un tuvak patiesajiem datiem,
rezultati tika iegiiti ar OranoSeg un ImagelJ programmam (FIJI ir Image] paveids).
OranoSeg algoritms segment€ spilgta lauka 3D attélu kultiiras att€lus precizak neka pargjas
metodes. Visbeidzot tika secinats, ka piem&rotaka programma 3D organoidu un sferoidu
attelu analiz€Sanai ir OranoSeg (27).

Saja pétijuma neviena no izméginatajam metodém nesniedza apmierino$us rezultatus,
Makro izveide un pielagosana ir laikietilpigs process, CellProfiler gadijuma tika izmantots
jau gatavs protokols, tacu datu apstrade ari prasija salidzino$i daudz laika. Lidz ar to $adu
att€lu automatizaciju butu lietderigi turpmak pilnveidot un izmantot tikai gadijumos, ja ir

jakvantific€ liels att€lu skaits.
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SECINAJUMI

Organoidu ieziméSanas rezultata tika ieglti augstas izSkirtsp&jas attéli, kuri sniedz
informaciju par aizkunga dziedzera organoidu struktiiram un izm&riem. Organoidi
uzrada aizkunga dziedzera kanaliniem raksturigo markieru ekspresiju.

Salidzinot veselu organoidu iezim@Sanas un imiinfluorescences uz kriotoma
griezumiem metodes, vairak un kvalitativaku informaciju ir ies€jams iegiit ar veselu
organoidu iezimésanas metodi.

Protokolu optimizacijas laika tika noteikts, ka kritoma griezumu ieziméSanai ir
nepiecieSams iepriekS parklats stiklins. Savukart gela fiksacijas laika, tas tiek
depolimerizets, 11dz ar to nav nepiecieSama gela SkidinaSana ar ORS.

Neviena no darba pielietotajam automatiskas kvantificeéSanas metodém nesniedz
precizus rezultatus, kas biitu salidzinami ar manualo skaitiSanu. Ir nepiecieSama
programmu pilnveidoSana, lai tas biitu iesp&jams pielietot aizkunga dziedzera organoidu

3D attélu apstrade.
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