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ANOTACIJA

v —

Pareizos kultivésanas apstaklos, picaugusa organisma epitélijStinas sp&j pasorganiz&ties un
veidot organoidus. Sadas 3D $tnu kultiras, sp&j labak atdarinat audu struktiiru un funkcijas, kas
piemit attiecigajam organam, paverot iesp&ju Saja darba, pétit aizkunga dziedzera fiziologisku un
patologisku procesu norisi.

Magistra darba mérkis ir izveidot aizkunga dziedzera organoida modeli, talakai aizkunga
dziedzera slimibu izp&tei.

Darba gaita tika izveidotas Wnt3A un Rspo-1 kondiciongtas barotnes, organoidu kultiiras no
cilvéka aizkunga dziedzera normalu audu un audzg€ja rezekcijas p&coperacijas materiala. Tika
izveidoti arT pelu aizkunga dziedzera organoidi, veikta to fenotipiska raksturoSana un kopkultiiru

izveides meéginajums ar pelu nerva fibroblastu kultiiru un neiroblastomas $tinu liniju SHSYS5Y.

Atsléegvardi:  organoidi, aizkunga dziedzeris, kopkultiras, gaismas mikroskopija,

imunfluorescence, SHSY5Y



ABSTRACT

Under the right culture conditions, adult epithelial cells are able to self-organise and form
organoids. Such 3D cell cultures can better mimic the structure and function of the tissues of a
given organ, making it possible, in this work, to study physiological and pathological processes in
the pancreas.

The aim of this master’s thesis is to develop a model of a pancreatic organoid for further
study of pancreatic diseases.

In the course of this work, Wnt3A and Rspo-1 conditioned media were developed. Organoid
cultures were established from normal human pancreatic tissue and post-operative tumour resection
material. Mouse pancreatic organoids were also established, phenotypically characterised and co-

cultured with mouse nerve fibroblast culture and neuroblastoma cell line SHSY5Y.

Keywords: organoids, pancreas, co-cultures, light microscopy, immunofluorescence, SHSY5Y
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APZIMEJUMU SARAKSTS

BMP- kaulu morfogénie proteini

CDKN2A - ciklina atkarigas kinazes inhibitors 2A

CFTR- cistiskas fibrozes transmembranas vaditsp&jas regulators

DPC4- audzgja supresora géns 18q21 hromosoma

EGF- epidermalais augSanas faktors

FGF- fibroblastu augSanas faktors

FGF-10- fibroblastu augSanas faktors 10

G1/S - stnu cikla posms uz robezas starp G1 fazi, kura $tina aug, un S fazi, kura notick DNS
replikacija

GATA 6- transkripcijas faktors, kas veic HCC $tnu fenotipisko parprogrammésanu

GTP- guanozina-5'-trifosfats

HEPES- cviterjonu sulfonskabes buferis ( 4-(2-(2-hidroksietil)-1-piperazintetansulfonskabe)
HGF- hepatocitu augsanas faktors

Y?27632- Rho proteinkinazes inhibitors

K19- citokeratins-19

KRAS- géns, kas ir dala no RAS/MAPK signalcela, piedalas K-Ras proteina izveidé

Lgr5- Leicina bagatu atkartojumu saturo$s G-proteinu saistitais receptors 5

P38 MAPK - p38 mitogénu aktivizétas proteinkinazes

PCS- pluripotentas cilmes §iinas

PDGF- trombocitu augSanas faktors

PDX1+- aizkunga dziedzera un divpadsmitpirkstu zarnas transkripcijas faktors 1

PVD- Partikas un Veterinarais dienests

RAS - mazas guanozina trifosfatazes (GTPazes), kas regul€ Stunu augSanu, diferenciaciju un
apoptozi.

Rspo-1- izdalits proteins, ko cilvékiem kod€ 1. hromosoma atrodamais Rspol géns
SARS-CoV-2- smaga akiita respiratora sindroma koronaviruss 2

SMADA4- TGF-p signala transdukcijas mediators

TGT- transformgjosais augsanas faktors

TGTp- transformgjosais augsSanas faktors 3



TP53- audzgja proteins P53
Whnt- signalu parneses celu grupa, kas parraida signalus $iina, izmantojot olbaltumvielu

saistiSanos ar $tinu virsmas receptoriem



IEVADS

Aizkunga dziedzerim piemit butiska loma gastrointestinalas sistémas normalas
funkcioné$anas nodroSinasana gan ka endokrinam, gan eksokrinam organam. Dazadu ar&jo un
icksgjo faktoru bojajumu rezultata, organa fiziologiskie procesi var tikt bojati, kas var veicinat
kadas slimibas attistibu. DiemZ€l vieni no letalakajiem un diezgan bieZi sastopamiem aizkunga
dziedzera saslimSanas veidiem ir audzgji, kuru diagnostic€Sanai triikkst efektivu metozu un
arst€Sanai- efektivu terapiju, tapec, ka vieni no potencialiem izp€tes modeliem Saja sakara var
kalpot organoidi.

Sadi modeli var atdarinat dazadu fiziologisko un patologisko procesu norisi, sniedzot iesp&ju
pétit organu attistibu, reakcijas uz arjiem faktoriem un stresa signaliem, S$iinu savstarp&jo
mijiedarbibu ka arT dazadas slimibas un to potencialos arstéSanas terapijas veidus. Zinama meéra
organoidi var atdarinat organa audu organizaciju, un ilgstosi saglabaties genétiski stabili. Lidz ar
to, to sp&ja kalpot par miniaturiz€tu organa versiju, sniedz iesp&ju izpetit organisma notiekosos
procesus un attistit dazadas pétniecibu jomas, pieméram biomedicinas - regenerativaja terapija,

organu transplantacija, meklgjot arvien jaunus veidus organoidu modela potenciala pielietoSanai.

Darba mérkis: Izveidot aizkunga dziedzera organoidu modeli, talakai aizkunga dziedzera slimibu

pétiSanai.

Darba uzdevumi:

=

Izveidot Wnt3A un Rspo-1 kondicionétas barotnes.

2. lzveidot peles aizkunga dziedzera organoidu kultiiras.

3. Fenotipiski raksturot peles aizkunga dziedzera organoidus un izméginat kopkultiiru
izveidosanu ar pelu nerva fibroblastu kulttiru un neiroblastomas stinu liniju SHSY5Y.

4. Tzveidot cilvéka aizkunga dziedzera organoidu kultiiras no audzgja rezekcijas pecoperacijas

materiala.

5. lzvertet iegiitos rezultatus un organoidu modela attistibas potencialu talakai petniecibai.



Darbs sastav no zinatniskas literatiiras apskata dalas un pétijjuma dalas. Zinatniskas
literatiiras apskata dala, isuma ir raksturots aizkunga dziedzeris un ta iesp&jamas slimibas,
organoidu 3D modela izveide no cilvéka un peles audiem, to pielietojums, ka arT organoidu modela
potencials aizkunga dziedzera véza gadijuma.

Pétijuma dala tiek izveidotas Wnt3A un Rspo-1 kondicionétas barotnes, organoidu kultiiras
no cilvéka aizkunga dziedzera normalu audu un audz&ja rezekcijas p&coperacijas materiala,
izveidoti arT pelu aizkunga dziedzera organoidi, veikta to fenotipiska raksturosana un kopkultiiru

izveides méginajums ar pelu nerva fibroblastu kulttiru un neiroblastomas $tnu Iiniju SHSYS5Y.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Aizkunga dziedzeris, raksturojums, iespéjamas slimibas

Aizkunga dziedzeris ir dala no gastrointestinalas sist€mas, kas sekreté un izdala gremosanas
fermentus (8kel olbaltumvielas, oglhidratus un taukus) divpadsmitpirkstu zarna ka eksokrinais organs
un ka endokrinais organs producé un izdala asinis hormonus. Eksokrina dala, kura ietilpst acinaras
un duktalas Siinas ar saistitajiem saistaudiem, asinsvadiem un nerviem veido vairak neka 95%
aizkunga dziedzera masas, kamér endokrina dala kura ietilpst neiroendokrinas jeb Langerhansa
salinu $tnas, veido tikai 1-2% aizkunga dziedzera masas (1,2). Acinaras $tinas razo un izdala dazadus
proenzimus jeb neaktivus fermentu prekursorus, kas tiek transportéti pa aizkunga dziedzera kanalinu
sistému uz divpadsmitpirkstu zarnu, Kur tie veicina baribas vielu gremosanu, Savukart endokrinas
Stinas apvienojoties Langerhansa salinas, veido o-S$tinas, B-$tinas, 6-Stnas un aizkunga dziedzera
polipeptidu (PP) Stinas, kas attiecigi razo glikagonu, insulinu, somatostatinu un aizkunga dziedzera
polipeptidus, regulgjot glikozes Iimeni asinis un veicinot energijas vielmainu. Embrionalaja perioda
attistas ari grelina $tinas (¢ $tinas), izdalot hormonu grelinu (regulé izsalkuma sajitu) (3,4). Gan
endokrinas, gan eksokrinas Stnas rodas no ventralas un dorzalas PDXI1+ prieksgjas zarnas
endodermas, kas sapliistot veido aizkunga dziedzera anatomisko izskatu (1) .

Anatomiski aizkunga dziedzeris (1.1.1. attéls) ir raksturojams ar tris galvenajam dalam- galvas,
kermena un astes dalu, kuru atrasanas vietas un $tinu sastavs ir pamats gan organa normalu funkciju

veikSanai, gan dazadu nozimigu slimibu attistibai (1,5).

Liesas artérija

Aizkunga
dziedzeris Aizkunga Liesa
dziedzera salina

Zultsvads

Kopéjais
Zultsvads

enzimi ® o Sana (glikagons)

Divpadsmitpirksty~ : " v @ p- suna (insufins)

% 5 3una (somatostatins)

® PP 30nas (aizkunga dziedzera
polipepfidi)

@ & 3unas (grelins)

Aizkunga  Acinaras Sinas :
dziedzera  (izdala gremo3Sanas
kanals fermentus)

1.1.1. att. Aizkunga dziedzera anatomiska uzbiive un sastopamie $iinu veidi. Attéls ir pielagots no

avota (Muhlemann M., 2018) (6)
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Aizkunga dziedzeris, tapat ka citi organi, ir paklauts dazadu iek$€jo un argjo faktoru ietekmei,
kas var izjaukt normalu $iinu un organa ieksgjas vides homeostazi, sekméjot dazadu saslimSanu un
patologisku procesu attistibu. Tas var biit saistits gan ar genétisko iedzimtibu un atsevisku génu
mutacijam, gan ar argjo vides faktoru izraisitam izmainam laika gaita. Biezaka sastopama saslims$ana
ir 1.tipa (autoimani tiek iznicinatas aizkunga dziedzera endokrinas [ $tinas) un 2.tipa (rezistence pret
insulinu vai P $tinu samazinata insulina sekrécija (7)) cukura diabéts (8). Otra biezaka aizkunga
dziedzera saslim$ana ir akiits vai hronisks pankreatits, kas raksturojas ar iekaisuma procesu, ko
visbiezak izraisa Zultsakmeni vai parmériga alkohola lictoSana (9). Eksokrina aizkunga dziedzera
nepietickamiba jeb eksokrino aizkunga dziedzera enzimu trilkums, izraisa malabsorbciju, kam par
iemeslu kalpo parasti jau pamata esosa slimiba, pieméram hronisks pankreatits vai cistiska fibroze
(10). Pie iedzimtam saslimSanam pieder cistiska fibroze, kam ir raksturiga CFTR gé€na mutacija, kas
ekspresgjas epitélija $tinas, taja skaita ari aizkunga dziedzera (11) un Pancreatic divisum iedzimta
anomalija, kur neizveidojas viens aizkunga dziedzera kanals, bet saglabajas divi un ta ir reti
sastopama, apméram 4-14% populacijas (5,12). Viena no letalakajam saslim$anam ir aizkunga
dziedzera audzgji, no kuriem sastopamaka ir aizkunga dziedzera duktala adenokarcinoma, apméram
90% gadijumu (13).

Lai labak varétu izprast aizkunga dziedzera gan normalu, gan patologisku procesu norisi var
tikt pielietoti vairaki p&tniecibas modeli, dazi no tiem ietver- zemadas ksenotransplantata (audu
fragmenti tiek implantéti zemada), ortotopiskos ksenotransplantata (izmanto organa parstaditus
audus,), genétiski modificétus (visbiezak audzg&ja) modelus (14) un uz $tinu linijam balstitas in vitro
modelu sistémas (15), ka arT organoidu 3D modelu tehnologiju (3). P&tjjumos visbiezak pielieto
peles, kamju, zurku, ctiku, sunu, (16), zebras zivs (anatomiski optiska skaidriba lauj vizuali identificét

mutacijas, kas ietekm& morfologiju un funkcijas (17)) u.c. dzivnieku modelus.

1.2. Organoidu 3D modelis, izveide un potencials

Cilveka organisms satur vairaku dazadu audu specifiskas pieauguSo cilmes $tinu populacijas.
Sis Stinas sp&j pasatjaunoties un radit visus $iinu tipus attiecigaja organa, tadejadi tam ir bitiska
loma audu homeostaz€ un atjaunoS$anas procesa. Pateicoties organoidu 3D modela attistibai ir

kluvis iesp&jams kultivét pieauguso cilmes $tinas in vitro un audzgjot tas noteiktos apstaklos, radit
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to organu miniaturizétas versijas, kuros tas kadreiz atradas. Sie cilmes $tnu organoidi satur daudzus
Stnu tipus, kas ir organa no kura tie ir iegliti un, tie var zinama méra atdarinat ta telpisko
organizaciju, izskatu un ilgstosi saglabajas genétiski stabili (18).

Attelojot mikroskopiska limeni, organoids ir miniaturiz€ta apalas vai cistiskas formas
struktiira, kas izveidojusies in vitro trisdimensiju kulttra. Tos var iegiit no vienas vai dazadam audu
§inam, embrionalam cilmes $§anam (ECS), inducétam pluripotentim cilmes $inam (IPCS) vai
pieauguso cilmes $inam (PCS), kas pareizi nodrosinatos apstaklos var pagorganizéties kultfiras,
pateicoties to paSatjauno$anas un diferenciacijas sp&jam (19,20). Organoids spé&j atdarinat strukttru
un funkcijas, kas piemit attiecigajam organam, no kura §is modelis ir izveidots, paverot plasas
iesp&jas dazadu zinatnu nozaru pétnieciba (20). Tie sp&j ne tikai attainot konkr&tus cilvéka organu
attisttbas mehanismus, bet art atklat dzivnieka modelu saglabatas iezimes un galvenas atskiribas
procesu norisés (3).

Organoidu modelis jau izsenis ir bijis potencials izpétes objekts, ko jau vesturiski nejausa
karta ir izdevies atklat, izveidot un pilnveidot lidz tadai metodei kadu to var pazit Sodien.
Organoidu pétijumu pirmsakumi (1.2.1. attéls) ir mekl&jami 1907.gada, kad Harijs Van Peters
Vilsons aprakstija pirmo organismu regeneracijas in vitro méginajumu, novérojot, ka stiklu $tinas
sp&ja paSorganizeties un izveidot veselu organismu. Nozimigako paveérsienu organoidu izveide un
izpete izpelnijas cilmes Stnu pétniecibas sakums, kad no pelu embrijiem pirmo reizi tika izol&tas

un izveidotas pluripotentas cilmes $tinas (19).

- Kunga
Krilts epitélija organoidi

- el = ~ |organoidi no
pasorganizesanas g

o)
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Disociacijas ECM ekstraktd, 3D | | ras audi pet ERS. organoidino | [Caskas
. . kanalos un o ECE organoidi no cilveka PGS, y
petijumi ar kanalinos. Il tipa cilvéka PCS un Nieru, aknas un l;.e;
atdalitam abinieku| [ Embricide ?!veolé.ru Epitﬁli].? IPCS no pelu sizkunga zie zef;
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1.2.1. att. Organoidu modela pétniecibas attistiba dazados laika posmos (19)
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Balstoties uz atzinam par organu attistibu un atjaunoSanu, ka ar1 par véza gadijumos
mutetajiem signalu celiem, lidzigas ilgtermina pieauguso cilmes $iinu raditas organoidu kultiiras
velak tika izveidotas daudziem citiem organiem. To vidi ir pelu un cilvéku smadzenu, acs tiklenes,
vairogdziedzera, piena dziedzeru, aknas, aizkunga dziedzera, kunga, zarnu, olvadu, endometrija,
urinptsla, prostatas, nieru, plausu, asinsvadu, garSas karpinu un siekalu dziedzeru organoidi
(18,20). Svarigi, ka organoidu tehnologija ir universala: kultiiras var sakt audz&t no nelieliem audu
paraugiem, kas tiek iegiiti biopsijas vai kirurgiska cela, tos var izveidot gan no pacienta
normalajiem audiem, gan no dazadu audzgju veidiem un nav nepiecieSama cilmes Siinu attiriSana
(18,21).

Visos gadijumos organoidu veido$anas process ietver tris butiskus posmus. Pirmkart, tiek
aktivizeti vai inhib@ti galvenie signalizacijas celi, kas regulé modela attistibas veido$anos
(izmantojot komerciali pieejamus morfogénus un signalizacijas inhibitorus, aizkunga dziedzera
gadijuma tiek inhibéti TGF, BMP un aktivéti Wnt, EGF, FGF), lai cilmes $tinu diferenciacijas laika
izveidotos pareiza struktiira. Otrkart, tiek izveidotas barotnes, kas organoida lauj pareizi diferencét
v€lamos $iinu veidus. Visbeidzot, kultiras audzg ta, lai tas vartu paplasinat tris dimensijas, ko
panak, vai nu apvienojot Stinas 3D struktiiras, vai iestradajot kulttiras 3D matrica -specifiska gela
(20).

Spé€ja audzet organoidus no pacienta iegiitiem veseliem vai slimiem audiem, lauj pétit organu
attistibu, audu homeostazi un reakcijas uz argjiem faktoriem, stresa signaliem, $tinu savstarpg&jo
mijiedarbibu ka arT dazadas slimibas un to potencialos arstéSanas terapijas veidus (18).

Slimibu model&sana sniedz iesp&ju izprast slimibu procesus, pieméram, infekcijas slimibas,
virusus, iedzimtus genétiskus trauc&jumus, véza mehanismus, izmantojot dazadas laboratorijas
metodes, skrininga analizes. Infekciju slimibu izp&té no pieaugusam cilmes §tinam iegtiti kunga
organoidi ir sekmg&jusi Helicobacter pylori izpéti. Organoidu un bakteriju kopkulttras picauguso
cilmes §tnu organoidos ir izmantotas ari virusu infekciju modelésanai- pelu un cilvéku zarnu
organoidos tika model€ta rotavirusu infekcija un pretvirusu terapija. Vél viens spilgts organoidu
un virusu kopkultiiras piemérs ir IPCS raditu smadzenu organoidu izmanto3ana, lai pétitu Zikas
virusa (ZIKV) infekcijas ietekmi uz smadzenu attistibu (18). Organoidu modelis ir bijis noderigs
arT SARS-CoV-2 izpétes procesa. Vairakas pétnieku grupas ir veiksmigi pieradijusas, ka SARS-
CoV-2 var inficét un pavairoties primarajos cilvéka organoidos, kas iegiiti no aknas un zarnam, ka
arT no pluripotentam cilmes $tinam iegiitos organoidos, model&jot asinsvadus, aknu un nieres.

SARS-CoV-2 ieklisanai saimnieka §iinds izmanto to pasu olbaltumvielu - virusa receptoru
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angiotenzinu konvertéjoSo enzimu 2 (AKE2), ko SARS-CoV viruss. AKE2 ir izteikts vairakos
audos un §@nu tipos, kas lauj virusam inficét ne tikai plausu, bet arf citus audus. ST virusa spé&ja
inficét dazadus organus tika model&ta ar cilvéka organoidiem (20,22).

Biobankas izveide sniedz iesp&ju glabat izveidoto organoidu paraugus ka resursu
turpmakajiem pétijjumiem, 1pasi audz&ju gadijumos biobankas ir loti daudzsoloSas, lai atklatu
likumsakaribas, kas nosaka audzgja genétikas korelaciju ar atbildes reakciju uz zalém (19).

Merketu zalu terapiju izstadei, no pacientiem iegiitos organoidus var izmantot, lai prognozétu
reakciju uz zalém un ka resursus regenerativajai medicinai apvienojuma ar génu inZenieriju
(20,23).

Regenerativa terapija organoidi potenciali varétu kalpot ka neierobezots avots bojatu audu
aizstasanai. Tas var papildinat donoru organu izmantoSanu, noveérSot imiinreakcijas rasanos pec
transplantacijas, ja tiek izmantoti organoidi, kas iegiiti no veseliem ta pasa cilvéka audiem. Sadi
petijumi jau ir sekmigi veikti pelu modelos- pelu resnas zarnas organoidi, kas in vitro paplasinati
no vienas cilmes Stnas, p&c transplantacijas vairakas bojatas pelu resnas zarnas var ieaugt un
attistities par funkcionalam kriptam. Zimigi, ka transplant&tajam pelém pilniba atjaunojas epitélija
barjeras funkcija. Lidzigi rezultati tika iegiti, izmantojot no pieauguso cilmes §Gnam iegttus vai
no embrija priekstecstinam iegiitus tievo zarnu organoidus (18,24).

Nakotnes iespejas paredz, ka kombinatoriali CRISPR modificéti cilvéka organoidi varétu
kalpot ka vertigs, augstas veiktspgjas riks, lai novértétu potenciali onkogénas mutacijas, kas
novérotas genoma sekveng$ana, izmantojot, pieméram, Véza genoma atlantu (The Cancer Genome
Atlas (TCGA) un Starptautisko véza genoma konsorciju (International Cancer Genome
Consortium (ICGC) (18).

1.3. Aizkunga dziedzera 3D organoidu modeli no peles un cilvéka audiem

Aizkunga dziedzera organoidu izveidoSanu var veikt gan no peles, gan cilvéka audu vai
cilmes $tnu materialiem. Vairuma gadijumu vispirms tika izveidota peles organoidu kultiiru
sisttma un péc tam tika pielagota cilvéka $tunam. Lidzigi tika iegti arT pelu aizkunga dziedzera
duktalu $tinu organoidi no epitelialo cilmes $tinu markiera LgrS pozitivam priekstecstinam (25).

Peles modela anatomiska aizkunga dziedzera uzbiive un struktiira mazliet atSkiras no cilvéka
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modela, tap€c ir svarigi izprast to anatomiskas atSkiribas, lai varétu giit pietiekamu priekSstatu par
notiekosajiem procesiem p&tamaja organa. Atskiribas starp grauz&ju un cilvéku modeliem ir gan
agrina (embrionala) aizkunga dziedzera attistiba, gan organu morfologija, endokrino Stinu
savstarpgjas attiecibas, salinu $Gnu sastava, struktira un fiziologija. Pieméram pelu modeli
aizkunga dziedzeris ir salidzino$i kompakts liesas segmenta, bet divpadsmitpirkstu zarnas
segments ir izklied€ts mezentgrija (védera pléves dala) (18).

Aizkunga dziedzera organoidi sastav no duktalam (SOX9+, KRT19+) §unam, kas ekspresé
embrionalo priekste¢Siinu markieri PDX1. Lai izveidotu atbilstoSus organoidu augSanas apstaklus,
svarigi ir apzinat signalcelu procesus, kas veido audiem un organam specifisku vidi. Aizkunga
dziedzera gadijuma augSanai svarigi faktori ir FGF, HGF, Wnt, BMP, RA un TGEFp, kas veicina
priekstec§tnu proliferaciju, migraciju un izdzivosanu (26).

Pirmo aizkunga dziedzera organoidu no peles modela izveidoja Huch et.al., izp&tot cilmes
Stnu markiera Lrg5 ekspresijas un Wnt signalcela nozimi aizkunga dziedzera organoidu izveides
procesa. Dal&ja duktala kanala nosprostojuma (ligatiiras) bojajuma rezultata Wnt signalcel$ tiek
specigi aktivets un tiek novérota LgrS ekspresijas paradisanas. In vitro pelu $tinas novéroja, ka R-
Spondin-1 (Rspo-1) augsanas faktora klatbuitng, aizkunga dziedzera kanalinu fragmenti sak
ekspresét Lgr5 un attistas par cistam lidzigiem veidojumiem (organoidiem). Atseviski izol&tas
duktalas Stinas var kultivét ar ka aizkunga dziedzera $tinu organoidus, kas satur Lrg5 priekste¢stinu
Stinas ar paplasinasanas (klon&sanas) potencialu. Klongtos aizkunga dziedzera organoidus var
inducet, lai tie diferencétos ka kanala, ta arT endokrinas Stnas, piem€ram péc transplantacijas,
tadgjadi pieradot to biopotencialismu (25), Saja sakara Loomans et. al., izdevas transplantét
imindeficitu izraisitam pelém, no cilvéka aizkunga dziedzera izveidotus organoidus, kas péc 1
méneSa deva insulina razojoSas Stnas, ka ari insulinpozitivo §tinu skaits p&c transplantacijas,
salidzinot ar sakotngjo $tinu populaciju bija palielingjies (27).

Lai sekmigi izveidotu aizkunga dziedzera duktalo §tinu organoidus, tiem ir nepiecieSama
dazadu faktoru, piem&ram — EGF, Rspo-1, FGF10 un Nogginl0 klatbiitne, ka arT ekstracelularas
matricas gels, pieméram Matrigel vai BME-2 (26). Optimalai barotnei biitu jasatur iepriekSmingtas
vielas, kam pievienots Forskolins (FSK) un Prostglandins E2 (PGE2) ar paaugstinatu Rspo-1
koncentraciju (nepiecieSsams Wnt signalcela blokésanai (25) ) (28). Papildu komponenti, kas biezi
nepiecieSami cilvéka kultliru augSanai, salidzinot ar pelu kultiram, ir TGFB cela inhibitors
(pieméram, A83-01) un p38 MAPK inhibitors (pieméram, SB202190). Tapat ka pelu organoidus,

arT cilvéka organoidus var iegiit no minimala audu biopsijas daudzuma (optimala gadijuma vismaz
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1cmd, kas jauzglaba auksta videé +4°C) un tos var kultivét neierobezotu laiku, tadgjadi veidojot
pamatu dzivu biobanku veidoSanai, kas ir svarigs resurss biomedicinas pé&tnieciba (20). Pareizi
nodro§inatas barotnes apstaklos aizkunga dziedzera kanala $tinas regul@ cilmes $tinu markieri Lgr5
(Rspo-1 receptoru) un atjaunojas, vienlaikus saglabajot savu genétisko stabilitati (25).

Kultivgjot organoidus, var nemt véra vairakus raksturlielumus, pieméram, koloniju
veidosanas efektivitati (organoidu skaits), organoida lielumu, S$Gnu proliferacijas atrumu,
organoida morfologiju un génu ekspresiju (28).

legiitos organoidus talak var izmantot histologiskas analizés, fiksgjot ar 4%
paraformaldehidu un iezimgjot ar antivielam (28). Ar plismas citometriju, génu ekspresijas analizi,

parstadot dzivniekos var analizét organoidu Stinu sastavu un funkcionalitati (29).

1.4. Aizkunga dziedzera vézis un organoidu 3D modelis

Dazadu argjo faktoru un genétisko mutaciju mijiedarbibu rezultata, tiek izjaukta normala $tnu
darbiba, kas var veicinat audzgju attistibu.

Aizkunga dziedzera duktala adenokarcinoma (Pancreatic ductal cell adenocarcinoma
PDAQC) ir viens no agresivakajiem un navéjosakajiem laundabigajiem audzgjiem, kas slikti padodas
tradicionalajiem arstéSanas veidiem ka kirurgija, radiacija un Kimijterapija. Gandriz visos
gadijumos audzgja iznakums ir letals, jo triikst agrinas diagnostikas iesp€jas un iesp&jami pozitiva
atbildes reakcija uz arst€Sanas terapijam, kuru efektivitate ir ierobezota dél plaso genétisko
mutaciju esamibas. Arsté$ana un imiinterapijas pielieto$ana ir izaicino$a, jo $§ada veida audz&jam
piemit neimunogéna, iminsupresiva un terapijai izturiga mikrovide. Vidgjais dzivildzes raditajs
piecu gadu laika ir mazaks par 10%, savukart metastatiska véza gadijuma mazak neka 20%
pacientu izdzivo p&c pirma gada beigam (30).

Aizkunga dziedzera neoplazmas tiek iedalitas péc to histologiskas diferenciacijas ka
epitelijveida (eksokrini, endokrini) vai neepitélijveida audzgji duktalo, acinaro vai neiroendokrino
Stinu (13). Adenokarcinoma pieder pie eksokrinajiem audz&jiem un ta ir visbiezak sastopama
aizkunga dziedzera véza forma 90% gadijumu (13). Pargjie laundabigie biezak sastopamie aizkunga
dziedzera audzgji ir neiroendokrinie audzgji, kas attistas no hormonalam un nervu sistémas $tinam

un tiek devetas art ka “salinu Siinu karcinomas” , veidojot aptuveni 5% no visiem gadijumiem. Ka
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piemérus var minét aizkunga dziedzera neiroendokrinos audzgjus (Pancreatic neuroendocrine
tumors- PanNET)- insulinomu, gastrinomu, somatostatinomu, u.c. (31), aizkunga dziedzera
neiroendokrino karcinomu (Pancreatic neuroendocrine carcinoma- PanNEC), ka arT iedzimtos un
sporadiska rakstura audzgjus. 1-2% sastada acinaro $tinu audzgji- aizkunga dziedzera acinaro $tinu
karcinoma (Pancreatic acinar cell carcinoma- PACC), pseidopapilara neoplazma (Solid-
Pseudopapillary Neoplasm). Pankreatoblastoma ir biezak sastopama pediatriskaja populacija, kas ir
25% gadijumu, savukart picauguso populacija sastopamiba ir zema- mazak par 1% (2). Visbiezak
PDAC attistas proksimalaja jeb aizkunga dziedzera galvas dala, retak- kermena vai astes dala (13).

Audzgja etiologija ir sarezgita, tas pamata ir mijiedarbiba starp genétisko mutaciju un ar€jo
vides faktoru iedarbibu, pieméram saskarsme ar toksiskam vielam, kas izraisa DNS bojajumus-
tabakas smekesana, alkohols, saskarsme ar kimiskam vielam, ka ar hronisku pamatslimibu attistiba-
hronisks pankreatits, prediabéta stavoklis un citi modificgjami apstakli (32). So dazado apstaklu
ietekmé veidojas dazadi glotadas un duktalo kanalu bojajumi, tris no tiem ir agrak identificeti ka
intraduktalas papilaras glotadas jaunveidojumi (Intraductal papillary mucinous neoplasms-IPMN),
glotadas cistiskie jaunveidojumi (Pancreatic mucinous cystic neoplasm -MCN) un aizkunga
dziedzera intraepiteliala neoplazija (Pancreatic intraepithelial neoplasia-PanIN) un tie ir invaziva
veza priek§vestnesi (2).

Mikroskopiski PDAC struktiira sastav no atipiskiem, neviendabigiem caurulveida
dziedzeriem, kas atgadina vidgja lieluma vai mazakus aizkunga dziedzera kanalus un var ietvert
necaurulveida komponentus, pieméram, gaisstunu (clear-cell), kribriformas (cribriform) vai
giriformas (gyriform) komponentus (13). Audzgja neregularie dziedzeri biezi ir ieslégti izteikta
desmoplastiska stroma, kas sastav no stromalajam S$tinam, iekaisuma $iinam un ekstracelularas
matricas proteiniem, veicinot §1 audzgja agresivo biologisko uzvedibu (13).

Histologiski PDAC ir raksturiga ievérojama desmoplazija (saistaudu veidoSanas un
proliferacija), kuru veido 10-30% véza S$tinas un 80% ekstracelularas matricas (ECM) proteini,
miofibroblastiskas aizkunga dziedzera zvaigznveida $tinas (myofibroblastic pancreatic stellate cells)
un imiinas $inas (31), izveidojot blivu saistaudu stromu, kam ir biitiska nozime audzgja veidoSanas,
progreséSanas, invazijas un metastazu veidoSanas procesa. Ta 1patngja spga ir veicinat
imunosupresivas audz€ja mikrovides veidoSanos, kas ierobezo pretvéza terapiju efektivitati un
samazina audzgja veiksmigas arstéSanas iespgjas (2).

Zvaigznveida Sunam (myofibroblastic pancreatic stellate cells) ir liela loma ECM

olbaltumvielu, citokinu un augSanas faktoru razoSana, veicinot labvéligu vidi véza §iinu augSanai.
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Tas aktiviz€ transformgjoso augsanas faktoru 1 (TGF-B1), fibroblastu augSanas faktoru (FGF),
trombocitu izcelsmes augSanas faktoru (PDGF) un diferencgjas par miofibroblastiem, kas aktivi
izdala kolagénu un citas ekstracelularas matricas sastavdalas (2). ECM olbaltumvielu (tostarp | un V
tipa kolagéna, fibronektina un hialuronskabes (2)) picaugums un desmoplaziski sekretéto augSanas
faktoru savstarp&ja mijiedarbiba ar PDAC véza Siinam, aktiviz€ intracelularus signalus, kas padara
veéza §linas izturigas pret bojaeju. Ar vézi saistitie fibroblasti (CAF- Cancer-associated fibroblasts/
PSCs-pancreatic stellate cells) un aizkunga dziedzera duktalas S$iinas kopa regule ECM
izgulsn&Sanos, angiogenézi un trauc€tu imiinas uzraudzibas procesu (33,34). Aizkunga dziedzera
zvaigznveida $tnam ir ari butiska loma ka aizkunga dziedzera audz€a metabolisma
modifikatoriem, izdalot neesencialas aminoskabes un jo Ipasi alaninu, kas samazina audzg&ja
atkaribu no glikozes un no seruma iegtitam baribas vielam (2).

Iespgjamais mehanisms, ka desmoplazija veicina PDAC, ir no stromas nakoso ECM proteinu
un augSanas faktoru tieSa iedarbiba uz véza Stinam. Gan ECM proteini (pieméram, laminins un
fibronektins), gan augSanas faktori (piem&ram, insulinam lidzigais augSanas faktors-1) veicina
aizkunga dziedzera véza $tinu izdzivoSanu un novers to navi. Laminina un fibronektina iedarbibu
izraisa to mijiedarbiba ar v€za Slinu integrinu receptoriem. Saistoties ar ECM olbaltumvielam,
integrinu receptori transaktivé galveno augSanas faktora receptoru (insulinam lidzigd augSanas
faktora-1 receptoru), kas medi€ intracelularos notikumus, kuri veicina véza $iinu izdzivo$anu un
augsanu (33).

Visbiezak mutétie géni ir KRAS (90%), CDKN2A (p16, 90%), TP53(70%), SMAD4/DPC4
(55%) Lielaka dala PDAC gadijumu ir sporadiski, un nav zinama genétiska predispozicija (32).
Jones et.al. 2008. gada zinoja par pilnigu aizkunga dziedzera véza eksoma analizi: aizkunga
dziedzera adenokarcinomam tika sekvencéti > 29 000 génu kodgjosie regioni, atklajot vid&ji 63
genoma izmainas, lielakoties punktveida mutacijas (izmainas viena nukleotida, kas izmaina kodonu).
No tiem nozimigakie bija KRAS signalizacija, G1/S Stnu cikla parejas regulacija, TGF-
signalizacija, integrinu signalizacija, §tinu invazijas regulacija, un GTPazes atkariga signalizacija
(2,34). Mutéta KRAS géna transkripcija, aktivizé RAS proteina ( kodé RAS génu, kas atbild par §tinu
augSanas un diferenciacijas signalu parnesi GTP (35) ) veidosanos, aktivizgjot proliferacijas un
izdzivoSanas celus. SMAD4 mutacijas gadijuma ir novérojama sliktaka audzgja prognoze un lielaka
metastazeSanas iesp&ja (26).

Organoidi, kas ir izveidoti un iegiiti no pacienta audzgja audiem biopsijas vai kirurgiskas

operacijas cela, sp€j precizi atveidot sakotngja audzgja struktiiru, transkriptomu un mutaciju ipasibas,
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individuali katra pacienta materialam (26), kas var nodroSinat precizi mérkéetas terapijas iesp&jamo
pozitivo efektu un dzivildzes pagarinajumu konkréta véza tipa gadijuma, piemeklgjot efektivako
medikamentu vai arsté$anas veidu, sakuma to parbaudot 3D organoida modeli (21).

Else Driehuis et.al., aprakstija organoidu aizkunga dziedzera tehnologijas potencialu, balstoties
uz organoidu biobankas pielietosanu. Izveidotie organoidi un atbilstoSie primarie audi tika
histologiski nov&rtéti un salidzinati péc molekularajam ipasibam un péc genétiskas raksturosanas tie
tika paklauti dazadu terapeitisko Iidzeklu iedarbibai, meklgjot kopsakaribas, kas efektivi iznicinatu
aizkunga dziedzera audzgja $tinas. Tika konstatéts, ka SMAD4 ekspresija organoidos nav nosakama
ar imtnhistokimijas metodi, kas iesp&jams, ir saistits ar BMP/TGFp inhib&joso vielu Noggin un
A83-01 klatbiitni organoidu vidé no ka vargja secinat, ka barotnes sastavs var ietekmét Stinu
uzvedibu, tapec ta izvele ir loti butiska (21).

Seinoetal., 2018 gada aprakstija Wnt signalcela aktivacijas nozimi organoidu kulttira, uzsverot
Wnt un R-spondina nozZimigumu. Wnt signalcela géni PDAC bija reti mutgti, bet to mutacijas varétu
kalpot ka audzgja supresori aizkunga dziedzeri, nemot véra to, ka pf-katenina mutacijas aizkavgja
KRAS mediétu aizkunga dziedzera audz&ju attistibu genétiska peles modeli. PDAC organoidu
transkriptomu analize atklaja génu ekspresijas pazimes, kas saistija Wnt niSas apakstipus ar GATA6
atkarigiem génu ekspresijas apakstipiem. Turklat uz CRISPR-Cas9 balstita PDAC vadoSo génu
(KRAS, CDKN2A, SMAD4 un TP53) genoma redigé$ana paradija, ka aizkunga dziedzera audzgju

veidosanas laika Wnt nav genétiska rakstura (36).
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2. MATERIALI UN METODES

Cilvéka audu materiala fragments tika iegtlits no audzg&ja rezekcijas peécoperacijas materiala
sadarbiba ar Paula Stradina Kliniskas universitates (PSKUS) arstiem un atbilstos§i PSKUS &tikas
atlaujai. Pelu audu paraugi tika iegiiti sadarbiba ar LU MF farmakologijas katedras laboratoriju.
Darba tiek izmantoti pelu tevinu (18-21.g. Skirne- C57BL/6NHsd, LR PVD izméginajuma
dzivnieku &tikas atlauja Nr.100) aizkunga dziedzera audi.

Magistra darba pétijuma dala tika izstradata LU Zinatnu majas MF 432. laboratorija.

Sterili laboratorijas materiali, kas nepiecie$ami darba izstradei: adherento Stinu kultivéSanas

plates (24, 96 laucinu), suspensijas Stinu kultivéSanas plates (24 laucinu); 15ml centrifug€Sanas
stobrini; 50ml koniskie stobrini; serologiskas pipetes (5,10,25ml); $tinu kultivésanas flakoni (T25,
T75, T125, T500), Ependorfa stobrini 1,5 un 2 ml; pipesu uzgali 10ul, 100ul, 200ul, 1000ul);
saldésanas stobrini (viss no Sarstedt); 500ml filtrkausini SteriCup (Merck). Saldésanas kamera
(Nalgene); Parafilm pleve (Sigma-Aldrich); prickSmetstiklini un segstiklini (ThermoFisher); folijs;
DakoPen pildspalva (Agilent);

Darba izmantotas iekartas: digitalais invertétais gaismas mikroskops (AMG-Evos XL); $iinu

COz inkubators (Memmert); laminaras plismas skapis, centrifiiga (Biosan); idens vanna (Stuart
SBS40); stnu skaitiSanas ierice (LUNA-II); horizontalais kratitajs ar termostatu (Biosan);
elektroniskie svari (Radwag); mikroplasu lasitajs (Infinity M200 Pro); kriotoms (Leica CM1850);
konfokalais mikroskops (Nikon C2).

Darba izmantotas $tinu linijas prieks kultivéSanas ir apliikojamas 2.1. tabula. Vielas, reagenti
un stinu iezim&Sanas markieri, alfab&tiska seciba, ir apkopoti 2.2. tabula. Barotnu receptes
organoidu izveidoSanai un kultivéSanai ir uzskaititas katra attiecigaja apaks$nodala.

2.1.tabula

Darba izmantotas Sunu kultiras

Siinu Iinija RaZotajs, kataloga numurs
L-Wnt-3A (ATCC® CRL-2647™) ATCC, kat.nr. CRL-2647
Cultrex HA-R-Spondinl1-Fc 293T Cells Culturex, kat.nr. 3710-001-01
293 [HEK-293] (ATCC® CRL-1573™) ATCC, kat.nr. CRL-157
SHSY-5Y ATCC, kat.nr. CRL-2266
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2.2. tabula

Vielas, antivielas, plazmidas un $iinu kultivéSanas reagenti, kas nepiecieSami Stinu

kultiveSanai un darba izstradei

Vielas Razotajs, kataloga numurs
A83 Tocris Bioscience, kat.nr. 2939/10
B27 Gibco, kat.nr.12587010

BSA - liellopu seruma albumins (Bovine Serum
Albumin)

Sigma-Aldrich, kat.nr.A9576-50ML

BME-2 - samazinatas koncentracijas augsanas
faktoru bazalas membranas matrikss (Culturex,
Reduced Growth Factor Basement Membrane
Matrix Type 2)

R&D Systems, kat.nr. 3533-005-02

Dispaze Il proteaze

Sigma-Aldrich, kat.nr. D4693-1G

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high
glucose (DMEM)

Sigma-Aldrich, kat.nr. D0822-500ML

Dimetilsulfoksids (DMSQ)

Sigma-Aldrich, kat.nr. 472301

Dnase | Sigma-Aldrich, kat.nr. 11284932001
Dual-Glo® Promega, kat.nr. E2920
EGF Gibco, kat.nr. PHG0313

Fetalais tela serums (Fetal bovine serum- FBS)

Gibco, kat.nr.16141079

FGF10

PeproTech, kat.nr. 100-26

Formaldahids 35%

Sigma-Aldrich, kat.nr. 15513

Forskolins

Sigma-Aldrich, kat.nr. 1099/10

Fosfatu salu Skidums (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline) PBS

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

G-418

Sigma-Aldrich,kat.nr. A1720-1G

Glicerins (100%)

Sigma-Aldrich, kat.nr. G9012

GlutaMAX (200mM)

Gibco, kat.nr. 35050061

HEPES

Sigma-Aldrich,kat.nr. H4034-25G

Hoechst 33342 (20mM)

Thermo Scientific, kat.nr. 62249

Invitrogen Donkey anti-Rabbit 1gG (H+L)
Alexa Fluor Plus 555

Thermo Fisher, kat.nr. A32794

IeslégSanas Skidums imtinfluorescencei
Ultramount

ThermoFisher, kat.nr. TA-060-UM

Y27632 (ROCK inhibitors),

Tocris Bioscience, kat.nr. 1254/1

K19 (Keratin 19)

Atlas, kat.nr. HPA002465

Kolagenaze |

Sigma-Aldrich, kat.nr. SCR103

Kolagenaze II

Gibco, kat.nr. 17101015

Litija hlorids

Sigma-Aldrich, kat.nr. 310468-5G

N2

Gibco, kat.nr. 17502048

N-acetilcisteins

Sigma-Aldrich, kat.nr. A7250-5G
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https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigald/472301?lang=en&region=LV

Nikotinamids Sigma-Aldrich, kat.nr. N0636-100G
Noggin PeproTech, kat.nr. 120-10C

OCT_ élgidums_ paraugu saldéSanai un grieSanai VWR, Kat.nr. 361603E

(Optimal cutting temperature compound)

Penicilins/Streptomicins (10,000 units/mL) Gibco, kat.nr. 15070063

PGE2 Tocris Bioscience, kat.nr. 2296/10
Phalloidin-488 Thermofisher, kat.nr. A12379
Primocins (transportéSanas Skidumam) InvivoGen, kat.nr. ant-pm-1
pTK-Green Renilla plazmidas Thermofisher, kat.nr. 16154)
Rspo-1 kondicionéta barotne Pastaisits

STF (SuperTopFlash, M50) plazmidas Addgene, kat.nr. 12456

Tripsina inhibitors Gibco, kat.nr. R007100

Tripsins EDTA Gibco, kat.nr. 25300062
TripsinsLE Gibco, kat.nr. 12605010

Triton X Sigma-Aldrich, kat.nr. X100-500
TurboFect™ transfekcijas reagents Thermofisher, kat.nr. R0534
Uzlabots DMEM/F-12 Gibco, kat.nr. 12634010

Wnt3A kondicionéta barotne Pastaisits

Zeocins InvivoGen, kat.nr. ant-zn-1p

2.1. Wnt3A sunu kondicionétas barotnes izveidoSana

2.1.1. tabula
Augganas barotne L-Wnt-3A (ATCC® CRL-2647") $iinu Iinijai
Viela Koncentracija
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high -
glucose)
G-418 0,4mg/mL
Fetalais tela serums (Fetal bovine serum- FBS) 10%
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/mL) 1%
Zeocins 300 pg/ml
2.1.2. tabula
Savaksanas barotne L-Wnt-3A (ATCC® CRL-2647™) §iinu linijai
Viela Koncentracija
DMEM -
FBS 10%
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/mL) 1%
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1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

Udens vanna uzsilda augsanas barotni (2.1.1. tabula), 35ml pievieno T150 flakona un izs&j 1.5
2 x 10° L Wnt-3A $iinu Iiniju.

Kad stinu konfluence sasniegusi ~75%, $iinas tripsinizg- nolej veco barotni, Siinas mazga ar
PBS pievieno 3ml tripsina (iepriek$ uzsilditu idens vanna, 37°C) un liek inkubatora uz 2-3
minatém, kamér $tnas ir atravus$as no flakona malam, tripsina darbibu bloké ar 3-5ml
kondicioné&tas augSanas barotnes, parnes suspensiju uz 15ml stobrinu, liek centrifaga uz 5
minttém 1200X. Nolej supernatantu un resuspendg Stinas 1ml barotnes. T150 flakona iesgj 1.5
x 108, izmantojot 35ml uzsilditu kondicionéto aug$anas barotni, $tinas liek 5% CO2 inkubatora
37°C.

Kad ir kultivéti 5-10 T150 flakoni un katra no tiem konfluence sasniegusi ~75%, 4.5 x 10°
$tinas izsgj 500cm? platés ar 100ml augsanas barotni.

Kad platés konfluence ir sasniegusi ~70%, barotni nomaina uz savakSanas barotni (2.1.2.
tabula), stinas inkubgé vienu nedélu.

P&c nedgélas savac no $inam kondicion&to barotni, parnes 50ml stobrinos un centrifugé 5Smin
500G 8°C.

Filtré caur 500ml SteriCup filtrkausiniem, sajauc kopa un alikvoté 15ml stobrinos.

Whnt signalcela aktivacijas sp&ju barotnés nosaka ar luciferazes reportiera (Top/Flash assay)
testu (28).

2.2. Rspo-1 Sunu kondicionétas barotnes izveidoSana

2.2.1. tabula
Augsanas barotne HA-R-Spondinl-Fc 293T S$iinu linijai

Viela Koncentracija
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high -
glucose)
FBS 10%
Zeocins 150pg/ml
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2.2.2. tabula
Savaksanas barotne HA-R-Spondinl-Fc 293T S$iinu linijai

Viela Koncentracija

Uzlabots DMEM/F-12 -

Penicilins/Streptomicins (10,000 units/mL) 1%

GlutaMAX (200mM) 1%

HEPES 10mM

1)

2)

3)

4)

5)

1)

2)

Udens vanna (37°C) uzsilda augSanas barotni (2.2.1 tabula). 35ml uzsilditas barotnes iepilda
T150 flakona un izsgj 1.5-2 x 108 293T-HA-Rspol-Fc §iinu liniju.

Stinas parsgj pie 75% konfluences sasniegsanas. Tripsiniz&sanu veic ka iepriek$ aprakstitajam
Wnt3A $iinu Iinijam. Tripsiniz&tas $iinas saskaita un izsgj 1.5 x 10° T150 flakona, izmantojot
35ml ieprieks uzsilditas augSanas barotnes.

Kad ir kultivéti 5-10 T150 flakoni un katra no tiem konfluence sasniegusi ~75%, nomaina
barotni uz savaksanas barotni (2.2.2. tabula) un inkubg vienu nedglu.

P&c nedgélas savac no $inam kondiciongto barotni, parnes 50ml stobrinos un centrifugé 5Smin
500G 8°C, tad filtré caur 500ml SteriCup filtrkausiniem, sajauc kopa un alikvoté 15ml
stobrinos, uzglaba -20°C lidz 6 ménesiem.

Rspo-1 barotnes sp&ju aktivét Wnt signalcelu nosaka ar luciferazes reportiera (Top/Flash

assay) testu (28).

2.2.1. Luciferazes reportiera tests (Top/Flash assay)

HEK 293 Stnu liiju péc atkaus€Sanas kultivé T25 flakona, izmantojot augSanas barotni
(DMEM +10% FBS). Kad konfluence sasniegusi ~75%, Stnas parsgj T75 flakona, izmantojot
to pasu augSanas barotni.

HEK293 sunu transfekcijai ar TopFlash plazmidam vispirms nolej augs$anas barotni un $tinas
nomazga vienu reizi ar 10ml PBS. Tad Stnas tripsinizg, pievienojot 1,5ml tripsinu (T75

flakonam) vai 1ml (T25 flakonam), inkubg& 2-3 mintes, kamé&r $tinas ir atravusas no flakona
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3)

4)

5)

6)

7)
8)

malam. Tripsinu blok€ ar tadu pasu daudzumu augSanas barotnes, parnes uz 15ml stobrinu,
centrifuge 3 minttes 200X, nolej supernatantu un resuspendé 1ml augSanas barotnes.

Stinas izskaita un izsgj pa 3 x 10* §inu viena laucina (100pl) 96 laucinu platé DMEM ar 10%
FBS bez antibiotikam.

Izmantojot DMEM bez FBS un antibiotikam, pagatavo plazmidu maisijumu nepiecieS$amajam
laucinu skaitam. Vienam laucinam — 12 pl DMEM, 80ng STF, 8ng pTK-Green Renilla
plazmidas un 0.16pl TurboFect. Uzreiz péc Turbofect pievienoSanas kartigi sajauc un inkubg
15 miniites istabas temperatiira. Pievieno maisijumu katra laucina uzreiz péc $iinu izséSanas.
Plati viegli sakrata, lai barotne un trasfekcijas kompleksi sajauktos, Stnas inkubé CO2
inkubatora 37° C.

Nakamas dienas p&cpusdiena nonem transfekcijas barotni un pievieno kontroles un testgjamas
kondicionétas barotnes (Wnt3A un Rspo-1 atseviski un kopa; DMEM ka kontroles laucinus un
litija hloridu, ka pozitivo kontroli, kas aktivé Wnt signalcelu) — 75ul katra laucina. Liek
inkubatora uz nakti.

Nakamaja rita $iinas liz€, pievieno reagentus un méra firefly luminescenci mikroplasu lasitaja
(Infinity M200 Pro).

Pievieno reagentus un nomera renilla luminescenci.

Iegiitos datus apstrada Microsoft Excel programma (37).

2.3. Peles aizkunga dziedzera organoidu modela izveide

2.3.1. tabula

Pamatbarotne audu transportéSanai un uzglabasanai

Viela Koncentracija
Uzlabots DMEM/F12 -
GlutaMAX 1%
HEPES 10mM
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/mL) 1%
Primocins (transportéSanas skidumam) 50pg/mL
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Skalosanas Skidums

2.3.2.

tabula

Viela Koncentracija
DMEM ar augstu glikozes Itmeni -
FBS 1%
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/mL) 1%

2.3.3. tabula
Enzimatiskais audu $kel§anas $Skidums

Viela Koncentracija
DMEM ar augstu glikozes limeni -
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/mL) 1%
Kolagenaze | 1mg/mi
Dispaze |l proteaze 0,5u/ml
Dnase | 0,1mg/ml

2.3.4. tabula
Pelu organoidu augSanas barotne

Viela Koncentracija
Uzlabots DMEM/F12 -
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/mL) 1%
GlutaMAX 1%
B27 1X
HEPES 10mM
Rspo-1 kondicionéta barotne 2%
Nikotinamids 10mM
N-acetilcistens 1mM
Gastrins 10nM
EGF 50 ng/ml
Noggin 25 ng/ml
Forskolins 10uM
A83 SuM
Primocins 50ug/ml
Y27632 (ROCK inhibitors), pievieno pirmas 7 10uM

dienas

Pirms darba sakSanas nosteriliz€ visus nepiecie$amos instrumentus, sagatavo darbam

laminaras pliismas skapi, novieto tidens vanna vielas, kuras nepiecieSams sildit- enzimatisko audu
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SkelSanas Skidumu, pelu organoidu augSanas barotni, Uz ledus novieto vielas, kam nepiecieSams

aukstums- skalosanas $kidums, pamatbarotne audu transportéSanai. Pagatavotajiem vielu

Skidumiem ir jabiit sterili filtrétiem, lai minimiz€tu kontaminacijas raSanas risku.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Audu materialu transporté un uzglaba uz ledus pamatbarotné (2.3.1. tabula), Iidz to talakai
apstradei.

Materialu parnes uz 100mm petri traucinu, nosver, noméra un sasmalcina cik smalki iesp&jams,
lai iegiitu homogénu maisijumu ar audu fragmentiem ne lielakiem par 0.5mm? (smalcinasanai
var izmantot skalpeli vai §kerites — instrumentiem ir jabiit ieprieks sterilizé€tiem).
Sasmalcinatos audus, ar skaloSanas $kiduma samitrinatu pipeti, parnes no petri traucina uz
sterilu 15ml centrifugéSanas stobrinu, pievienojot 10ml ledus aukstu skalosanas (2.3.2. tabula)
Skidumu (parnest ieteicams sakuma ar Sml skaloSanas Skidumu, un ar atlikusajiem 5ml
nomazgat audu dalas no petri traucina un instrumentiem).

Ar 10ml serologisko pipeti, pipeté augSup un lejup 10 reizes, lai atdalitu taukus un asins
komponentus, lauj audiem nos@sties stobrina apaksa (2-3 min.), tad nonem apméram 7.5ml
supernatanta, ieskaitot peldosus gabalinus, un atkarto darbibu vél vienu reizi, pievienojot 7.5ml
skalo$anas §kidumu (Serologiskas pipetes pirms lietosanas ir ieteicams samitrinat taja pasa
Skiduma, kas tiks lietots (pipet&jot uz augSu un leju), lai izvairitos no audu pielipSanas pie
pipetes sieninam).

Nonem visu supernatantu (cik iespgjams, neiesiicot audus) un pievieno 10ml ieprieks uzsilditu
(37°C) enzimatisko audu $kelSanas $kidumu (2.3.3. tabula). Paraugu inkub& uz horizontala
kratitaja ar termostatu 37°C 45 mindites.

Péc 45 minitém pipeté Skidumu augSup un lejup un gaismas mikroskopa parbauda vai nav
redzamas aizkunga dziedzera kanalinu struktiiras. Ja nav redzams tad turpina inkubé&t
horizontalaja kratitaja 37°C, parbaudot katras 20-30mintites.

Kad kanalinu struktaras ir redzamas, paraugu ar enzimatisko audu SkelSanas skidumu filtré
sterila 50ml stobrina caur 100um filtru. Filtru nomazga ar 5-10ml skaloSanas skiduma.
Supernatantu no 50ml stobrina parnes 15ml stobrina un centrifugé 5 miniites uz 800X. Nonem
supernatantu un nogulsnei pievieno 10ml pamatbarotni, centrifugésanu atkarto.
Nocentrifuggtajam materialam nonem supernatantu un materialu liek uz ledus, sajauc ar BME-
2 gelu. BME-2 ieteicams noturét uz ledus vismaz 30 minttes pirms sajaukSanas ar paraugu.
Jastrada ir atri, jo gels istabas temperatiira sabiezg, tapéc sajauktais paraugs visu laiku ir jatur

uz ledus.
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10) Sajaukto paraugu izsgj pilienos (30-50uL viena laucina) 24 laucinu platé (ieteicams pirms

izmanto$anas 1h inkubé&t 37°C). Plati apgriez otradi un patur 5 minates laminaras plismas

skapi, lai izvairitos no Stinu nogrim$anas un 2D kultiiras izveidoSanas.

11) Plates apgriezta veida papildus inkubé 20min 37°C un tad pievieno katra laucina 500uL siltu

1)

2)

3)

4)

5)

6)

pelu organoidu augSanas barotni (2.3.4. tabula), atstaj uz nakti inkubatora 37°C. Barotni

ieteicams nomainit katru 3-4 dienu (26).

2.3.1. Organoidu sasaldéSana

24 laucinu platé esoSos organoidus, iznem no inkubatora, sapipet€ ar to pasu pelu augSanas
barotni, lai izjauktu gela struktiru un parnes 15ml centrifug€Sanas stobrina (viena stobrina
ieteicams apvienot ne vairak ka tris laucinus). TukSos laucinus noskalo ar 1%BSA+DMEM
(jatur uz ledus) un parnes uz to pasu 15ml stobrinu.

Ar 1%BSA+DMEM skidumu papildina Iidz 10ml kop€jam tilpumam un ar serologisko pipeti
pipeteé augSup un lejup 10 reizes, lai gels péc iesp€jas vairak atdalitos un liek centriftuga 5
miniites uz 800x.

Cik vien daudz iesp&jams, ar serologisko 10ml pipeti nonem supernatantu, atstajot apméram
Iml. Ar 1000ul pipeti nonem paliku$o $kidumu, uzmanigi neaizskarot nogulsni.

Nogulsni resuspendé 1ml 1%BSA+DMEM Skiduma un organoidu strukttru saskel (pipeté
augSup un lejup 5 reizes) ar 1000ul pipeti, kam gala ir uzlikts papildus 10 vai 200ul uzgalis.
Zem gaismas mikroskopa parbauda vai struktiiras ir saskelusas.

Sasmalcinatajiem organoidiem pievieno Sml 1%BSA+DMEM S$kidumu un liek centrifuga 5
minttes uz 800x. Péc centrifugéSanas uzmanigi nonem supernatantu un liek uz ledus.
Pievieno saldésanas barotni (70% pelu organoidu augsanas barotne + 10%DMSO + 10%FBS),
sajauc kopa un iepilda saldésanas stobrinos, katra pa 500pul, lick saldétava -80°C (saldésanas

kamerai ir jabut aukstai, Iidz izmantoSanas bridim jastav ledusskapi) (38).
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

1)
2)

3)

4)

5)

2.3.2. Organoidu ieziméSana ar antivielam

No organoidiem ar skalo$anas skidumu atmazga gelu, centrifugg, pievieno 200l OCT un ienes
folija veidng, kas jau satur OCT. Sasalde -80°C.

SasaluSus paraugus ar kriotomu (Leica CM1850) sagriez 15um biezos fragmentos un uznes uz
priekSmetstiklina.

Ar DakoPen novelk robezas ap audiem, vienu reizi mazga ar PBS un fiksé ar 3,5%
formaldehidu 20 miniites istabas temperatiira.

Uzliek 3% BSA+0,05%TritonX+PBS Skidumu un atstdj uz stundu (priekSmetstiklinu var
parklat ar parafilmu, lai izvairitos no Skidumu izzt$anas).

P&c stundas nomazga ar PBS un uznes primaras antivielas (K19 1:300 atSkaidijuma ar 1%BSA
+0,05%Triton+PBS), atstaj uz nakti ledusskapi (4°C).

Nakamaja diena tris reizes mazga ar 1%BSA+0,05%TritonX+PBS skidumu un uznes 200 pl
sekundaras antivielas (Donkey anti-rabbit, Alexa Fluor 555). Kodolus iezimé ar Hoechst
33342, atstaj uz vienu stundu, tad mazga tris reizes ar PBS Skidumu, uzliek ieslégSanas

Skidumu, segstiklinu- un mikroskopé ar konfokalo mikroskopu (Nikon C2).

2.3.3. Organoidu atkausésana

Pagatavo Ad-DF+++ skidumu (2.3.4. tabula), sterili nofiltré un liek sildities iidens vanna 37°C.
Organoidu sasaldéto stobrinu iznem no saldetavas un tidens vanna atkause 11dz ir palicis mazs
ledus gabalins, tad pievieno pa pilienam 500ul siltu Ad-DF+++ Skidumu.

Organoidu kultiru parnes uz sterilu 15ml centrifugéSanas stobrinu, pievieno pa pilienam
pakapeniski 1ml Ad-DF+++ $kidumu un pakapeniski papildina Iidz 10ml.

Liek centrifigd 5 minttes uz 900x. Uzmanigi nonem visu supernatantu, neaizskarot nogulsni
un liek uz ledus, kur sajauc kopa ar 200ul BME-2 gelu.

24 laucinu suspensiju platé sajaukto materialu izs€j 4 laucinos, katra pa 12,5ul 4 gela pilienus.

Plati apgriez otradi, patur 5 mintites istabas temperattra un liek inkubatora uz 20 miniitém.
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6) P&c 20 miniisu inkubacijas perioda, katram laucinam uzmanigi pievieno 500ul siltu organoidu

augSanas barotni un liek inkubatora 37°C (38).

2.3.4. Kopkultiru izveido$ana

1) Kopkultiiru izveidoSanai, izmantoja adherentas Stnas — pelu nerva fibroblastu Siinas un
SHSYS5Y stnu Iiniju.

2) Organoidus un adherentas $iinas tripsinizgja, resuspend&ja un saskaitija.

3) Modificétaja pelu organoidu barotn€, kurai pievienoti 10% BME-2 un 5% FBS, sajauca
organoidu $iinas ar adherentajam $inam attieciba 1:2 (1x10* : 2x10* §tinu uz katriem 30 pl
barotnes)

4) Uz petri plates vaka iekSpuses izveidoja 30l pilienus $tinu suspensijas un apgrieza vaku.

5) Apgriezta veida inkubg&ja nakti 37°C. Nakamaja diena $tinas no piliena uzmanigi ar pipeti ielika
BME-gela un vairakas dienas inkub&ja modific€taja pelu organoidu barotné. Mikroskopa

registréja organoidu izveidos$anos.

2.4. Organoidu 3D modela izveide no cilvéka modela aizkunga dziedzera normaliem un

audzéja audiem

2.4.1. tabula
Ad-DF+++ $kidums transportéSanai un skaloSanai
Viela Koncentracija
Uzlabots DMEM/F12 -
GlutaMAX 2mM
HEPES 10mM
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/mL) 100 units/mL
Primocins (pievieno transporté$anas skidumam) 50pg/mL
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D-BSA skalosanas Skidums

2.4.2.

tabula

Viela Koncentracija
DMEM ar augstu glikozes Itmeni -
Licllopa seruma albumins (Bovine Serum Albumine - 0,1%
BSA)
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/mL) 100 units/mL
2.4.3. tabula
Enzimatiskais audu $kelSanas Skidums normaliem audiem
Viela Koncentracija
Ad-DF+++ -
Kolagenaze Il 1mg/mL
Y-27632 (ROCK inhibitors) 10pM
Tripsina inhibitors 100 pg/mL
Glicerins (100%) 5%
Primocins 50pg/mL
2.4.4. tabula
Enzimatiskais audu SkelSanas §kidums audzéja audiem
Viela Koncentracija
Ad-DF+++ -
Kolagenaze Il 5mg/mL
Y-27632 (ROCK inhibitors) 10pM
Primocins 50pg/mL
2.4.5. tabula

Cilveka normalu audu organoidu augSanas barotne

Viela Koncentracija

Uzlabots DMEM/F12 -
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/ml) 1%
GlutaMAX 1%
HEPES 10mM
B27 1x
N-acetilcisteins 1.25 mM
Nikottnamids 10mM
Gastrins 10 nM
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Rspo-1 kondicionéta barotne 10%
Noggin 25 ng/ml
FGF10 100 ng/ml
EGF 50 ng/ml
PGE2 3uM
A83 5uM
Forskolins 10uM
Y27632 (ROCK inhibitors), pirmas 7 dienas 10pM
Primocins 50ug/ml

2.4.6.

Cilveka audzéja audu augsanas barotne 1 (bez EGF, ar Wnt3A kondicionéto barotni)

Viela Koncentracija
Uzlabots DMEM /F12 -
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/ml) 1%
Wnt3A kondicion&ta barotne 40%
GlutaMAX 1X
HEPES 10mM
B27 1X
N2 1X
N-acetilcisteins 1.25 mM
Nikotinamids 10mM
Gastrins 10 nM
Rspo-1 kondicionéta barotne 10%
Noggin 100 ng/ml
FGF10 100 ng/ml
Forskolins 1uM
A83 0.5uM
Y27632 (ROCK inhibitors), pirmas 7 dienas 10pM
Primocins 50pg/ml

2.4.7.

Cilvéeka audzéja audu augSanas barotne 2 (bez Wnt3A kondicionétas barotnes, ar EGF)

Viela Koncentracija
Uzlabots DMEM/F12 -
Penicilins/Streptomicins (10,000 units/ml) 1%
GlutaMAX 1X
HEPES 10mM
B27 1X
N2 1X
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N-acetilcisteins 1.25 mM
Nikotinamids 10mM
Gastrins 10 nM
Rspo-1 kondicionéta barotne 10%
Noggin 100 ng/ml
FGF10 100 ng/ml
EGF 50 ng/ml
Forskolins 1uM
A83 0.5uM
Y27632 (ROCK inhibitors), pirmas 7 dienas 10pM
Primocins 50ug/ml

Pirms darba nosterilize visus instrumentus, sagatavo laminaro pliismas skapi darbam. Udens

vanna novieto vielas, kuras nepiecieSams sildit. Pagatavotajiem vielu Skidumiem ir jabiit sterili

filtrétiem, lai minimiz&tu kontaminacijas raSanas risku.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Pacienta materialu transporté un uzglaba Ad-DF+++ (2.4.1. tabula) skiduma. Atvesto materialu
ar pinceti parnes petri trauka, nosver un nomera. Lai audi neizzitu, tos parklaj ar 1-2mL
transportéSanas Skidumu (Ad-DF+++).

Cik vien iesp&jams nogriez nost redzamos audus, kas nav nepiecieSami- taukus, muskulus,
zarnu epitéliju.

Izmantojot skalpeli vai asas Sk&rites (ieprieks steriliz€tus instrumentus), paraugu siki
sasmalcina 1-2mm? fragmentos vai Iidz homoggnai konsistencei.

Ar 5ml serologisko pipeti (pipetes pirms lietoSanas ir ieteicams samitrinat taja pasa skiduma,
pipetg&jot uz augsu un leju, lai izvairitos no audu pielipSanas pie pipetes sieninam) pievieno 5ml
D-BSA skalosanas skidumu (2.4.2. tabula) un parnes sasmalcinato paraugu 50ml stobrina.
Petri traucinu un instrumentus nomazga ar papildus 5ml D-BSA un parnes visu 50ml stobrina.
Papildina ar vél 30mL D-BSA un ar ieprieks samitrinatu 10 ml serologisko pipeti desmit reizes
pipeté augSup un lejup audu fragmentus, tad lauj tiem nosésties stobrina apaksa (aptuveni 2-3
miniites). Kad audi ir nosédusies, nonem liekos 30ml ar D-BSA mazgaSanas Skidumu un
procediiru atkarto ka ieprieks vel divas reizes.

Audu paraugus resuspendé 10ml D-BSA un parnes sterila 15ml centrifugéSanas stobrina, lauj
audu fragmentiem nosé@sties stobrina apaksa.

Nonem supernatantu cik vien iesp&jams un resuspendé Sml enzimatisko audu SkelSanas

$kiduma normaliem audiem (2.4.3. tabula) vai audzgja audiem (2.4.4. tabula). Stobrinu liek
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horizontalaja kratitaja 37°C uz 45min (ieteicams 140rpm, zema lenkd, aptuveni 15°). Stobrina
vacinu var notit ar parafilmu, lai minimiz&tu kontaminacijas risku.

8) Pe&c 45 minltém paraugus parbauda zem gaismas mikroskopa (normaliem audiem §is process
nav ieteicams ilgak par 2h, savukart audz€ja audus ir ieteicams atstat maksimums uz
diennakti).

9) Kad mikroskopa ir redzamas 5-10 $tinu kopas/ kanalinu struktras, pievieno 1ml FBS.

10) Izmantojot Sml serologisko pipeti, paraugam pievieno 7ml D-BSA. Izmantojot to paSu pipeti,
audu maisijumu pipeté augsup un lejup 20 reizes.

11) Paraugu centrifugé 5 minttes 800X. P&c centrifugéSanas uzmanigi nonem supernatantu, atstajot
500pl. Pievieno 10ml D-BSA un centrifugé$anu atkarto 5 mindites 1000x, uzmanigi nonem
supernatantu, atstajot 500pul.

12) Nogulsni resuspendé 7ml D-BSA skiduma un filtré caur 100mm filtru sterila 50 ml plastmasas
stobrina. Filtru mazga ar 7ml Ad-DFF+++ skidumu, parnes sterila 15ml stobrina un centrifugé
5 minttes 1000x. P&c centrifugéSanas uzmanigi nonem supernatantu un resuspendé 25-30pl
cilvéka normalu (vai audz&ja) audu organoidu augsanas barotng, liek uz ledus un sajauc ar
BME-2 (ieteicamais daudzums uz 50ul nogulsnes ir 200l gela)

13) No sajaukta parauga izveido pilienus (30-50uL viena laucina - 4x 12.5ul vai 50ul viena
laucina) 24 laucinu suspensiju platé (ieteicams pirms izmantos$anas 1h inkub&t 37°C) 24 laucinu
plati apgriez otradi un patur 5 mindtes laminaras plusmas skapi, lai izvairitos no $iinu
nogrim8anas un 2D kultiiras izveidoSanas.

14) Plati ievieto inkubatora 37°C uz 30 minGtém, laujot gelam sabiez&t. Péc 30min inkubacijas,
katram laucinam pievieno 500ul cilvéka normalu (2.4.5.tabula) vai audzgja (2.4.6. tabula, 2.4.7.
tabula) ) audu organoidu augsanas barotni. Audzgja paraugam, pusei laucinu pievieno audzgja

1 un otrai pusei laucinu- audzgja 2 barotni (38).
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Wnt3A un Rspo-1 kondicionéto barotnu pagatavosana, HEK 293 transfekcija un Wnt

signala nolasiSana

Aizkunga dziedzera organoidu veiksmigas izveidoSanas un kultivéSanas procesa bitiska
loma piemit augganas barotnu sastavdalam, kas ietver arT Wnt3A un Rspo-1 augsanas faktorus. Sie
faktori tiek biezi pievienoti ka kondicion&tas barotnes. Pirms organoidu kultivéSanas Sadas
barotnes ir jaizveido un javeic Wnt signalcela aktivacijas spgjas parbaude HEK 293 §iinas.

Lai to veiksmigi varétu izdarit, pirmais solis ietvér $o $tnu liniju izséSanu un kultivéSanu.
Kondiciongtas barotnes iegliSana ir saméra atra, jo Slnas spg atri sasniegt nepiecieSamo
konfluenci. Wnt3A (3.1.1. attéls) un Rspo-1 veidojosas $tinas tika sanemtas sasaldéta veida, izs€tas
un kultivétas lidz 70% konfluencei, tad pavairotas iegiistot vairakas pasazas, dalu sasaldgjot
talakiem pétijumiem. legiitas kondicionétas barotnes tika filtrétas, alikvotétas un uzglabatas talakai

izmantoSanai.

3.1.1. att. Wnt3A p2 Sinu linija 3.1.2. att. HEK 293 $iinu linija

Wnt3A un Rspo-1 kondicionéto barotnes spgjas ierosinat signalcela aktivaciju, nolasiSanali
pielietoja luciferazes reportiera testu. HEK 293 §tnas (3.1.2. attéls) tika transfektctas ar luciferazi
ekspres€josam plazmidam STF un pTK Green Rennila. Transfektétam $tnam tika pievienota
kontroles barotne, ka arT Wnt un Rspo-1 iegiitas kondicion&tas barotnes atseviski un kopa (37).

HEK 293 §tinu linija tika izvéléta pamatojoties uz to, ka ta ir viegli transfektejama. Pec
tranfekcijas, Stnas satur firefly luciferazes génu, ko kontrolé B katenina/T-Stnu faktora génu

promoteris un tas var izmantot Wnt / B-katenina signalu mériSanai. Tas uzrada spécigu, no devas
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atkarigu atbildes reakciju uz Wnt ligandu (pieméram, Wnt3A, Rspo-1 vai LiCl) pievienoSanu (30).
Stinas pirms testa veik3anas tika atkausgtas, izsétas un kultivétas lidz sasniedza apméram 70%
konfluenci.

Kondicionéto barotnu izveidoSana un Wnt signala aktivacijas nolasiSana tika veikta divas
reizes, janvari un februari (3.1.3; 3.1.4. att€ls). Janvara dati atkiras ar to, ka tajos kondicion&tas
barotnes tika atSkaiditas ar DMEM 1:1 attieciba. Balstoties uz literatiiras datiem, Wnt3A
kondicionétas barotnes sp&jai aktivét Wnt signalcelu ir jabuit 10-25 reizes lielakai salidzinot ar
kontroles barotni (28,39). Miusu gadijuma ta bija 5x janvara testos un lielaka neka 10x- februari.
ar DMEM. Testa rezultata Rspo-1 kondicionétas barotnes sp&jai aktivét Wnt signalcelu ir jabit 5-
10 reizes lielakai neka Wnt3A barotnei (28,39). Abos m&ginajumos ta bija liclaka par 5x. Var
secinat, ka pagatavotam kondicion&tam barotném ir pietickami augsts Wnt3A un Rspo-1 augSanas

faktoru saturs, lai tas varétu izmantot organoidu augs$anas barotnés.
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3.2. Peles aizkunga dziedzera organoidu izveide

Sanemot aizkunga dziedzera audu paraugus no 5 pelém, tie tika sasmalcinati, enzimatiski
apstradati un pilienu veida ar gelu izséti 24 laucinu suspensiju platés. Sasmalcinataja materiala pec
enzimatiskas audu Skel$anas, gaismas mikroskopa bija skaidri saredzamas kanalinu struktiiras, kas
ir butiski, jo no tam talak var attistities organoidu kultiiras.

Organoidu kultiiras auga strauji — jau pirmaja diena pec izs€Sanas bija novérojamas pirmas
struktiiras — apalu, cistisku veidojumu forma. Otra un tre$a diena kultiiras bija sasnieguSas 70% un
vairak konfluenci, tapec dala tika parseta un dala sasaldéta, pamazam veidojot organoidu biblioteku
talakiem pétijumiem. Kopuma no 5 pelu aizkunga dziedzeriem izdevas veiksmigi izveidot 4
organoidu Iinijas. Viena parauga gadijuma, sakotn&js materials tika izs€ts parak blivi un $tinas gaja

boja.

2000 um

2000 um 2000 um

3.2.1 att. Organoidu attistibas gaita péc izséSanas BME-2 gela. (A) Redzami pelu aizkunga dziedzera
audu fragmenti tikko p&c atkausé$anas un izséSanas BME-2 gela. (B) Pirma diena péc atkaus€Sanas un
izs€8anas, redzamas manamas organoidu struktiiras, apalu un cistisku veidojumu forma. (C) Otra diena-
organoidu struktiiras ir jau manami palielinajusas. (D) 3. diena struktiiras ir paraugusas gelu, dazi no
organoidiem virzas arpus gela robezam. (E) 4. diena ir novérojama atsevisku organoidu struktiiru bojaeja
(tumsas, pilditas organoidu struktiiras).
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Ripigakai organoidu dinamikas (3.2.2. att€ls) attistibas novérosanai tika izséta 0. pasazas
sasaldeta 5.peles kultiira. Izs€tais materials tika novérots 4 dienas, Iidz organoidu pakapeniskai
bojaejai. Strauja peles organoidu augSana varetu bt skaidrojama ar to, ka tiek izmantots vesels

organs, kas satur daudz dziedzera kanalinu strukttru.

3.2.2. att. S.peles atsevisku organoidu struktiiru dinamikas novéro$ana. Organoidu attistiba ir strauja,
jau pirmas divas dienas pec izs€Sanas ir noverojams struktiiru palielinajums. Tre$a un ceturta diena daZzas

no struktiiram iet boja, citas paraug gela robezas.

Dazos organoidu paraugos péc ilgstosas kultiveésanas tika pamanita kontaminacija. Vizuali
kontaminétie organoidi bija tumsaki, izskatijas pilditi, nebija novérojamas skaidras, dobas
struktiras. Pietuvinot ar gaismas mikroskopu vargja novérot bakteriju kustibu. Visbiezak
bakterijas, veidojot kolonijas var augt gela vai ap gela malam, ja tas aug barotné (38).
Kontaminacija vargja rasties parauga apstrades vai parsésanas laika vai arT organa izdaliSanas laika,
jo aizkunga dziedzera audi ir tie$a saskaré ar gastro-intestinalo traktu. ST ir bieZi sastopama
probléma ne tika aizkunga dziedzera organoidu gadijuma (17). Lai mazinatu kontaminaciju risku

atkartoSanos, ir iesp&jams autoklavet instrumentus, veikt organu izdaliSanu zem laminaras pliismas
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un dubultot antimikrobialo lidzeklu koncentraciju transportéSanas Skiduma un pirmo pasazu

kultivéSanas barotnés.
3.3. Peles aizkunga dziedzera organoidu raksturo$ana un kopkultiiru izveidoSana

Pelu organoidu fenotipiska iezimeésana tika veikta uz organoidu krio-griezumiem. Audu
fragmentus iezZim&ja ar primarajam antivielam pret citokeratinu (K19), kas ir aizkunga dziedzera
kanalinu markieris un tiek izmantots organoidu raksturo$ana (25). Papildus, iezim&ja kodolus ar
Hoechst, aktinu ar Phalloidin-488 un mikroskopgja ar fluorescences mikroskopa palidzibu (3.3.1.
attéls). Var novérot, ka K19 antiviela dazadi iezimé organoidu strukttiras. DaZos gadijumos ta ir
vienmerigi vaja, citos gadijumos ar atseviskam specigi iezimetam Sinam. Antivielas specificitate
ir japarbauda arT uz organoidu parafina griezumiem. lesp&jams, ka nevienmériga ieziméSana ar

K19 antivielu norada uz $iinu heterogenitati primarajas organoidu pasazas un tas mainisies ilgakas
--

3.3.1. att. Organoidu krio-griezumu fenotipiska ieziméSana. Kodoli ir iekrasoti zila krasa, antiviela

kultivésanas gaita.

K19 sarkana krasa. Zala krasa ir iekrasoti aktina pavedieni.

Organoidu kopkultiru méginajums tika veikts, izmantojot SHSY5Y neiroblastomas §tinu

liniju un primaras pelu periféro nervu fibroblastu kultiiras. Stinu izvéli pamatojam ar, to ka turpmak
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planojam pétit periféras nervu sist€mas iesaisti aizkunga dziedzera slimibu un regeneracijas
aspektos un ir jaatstrada dazadu nervu sist€mas Stnu/organoidu kopkultiras izveidoSanas
panémieni. P&c tripsiniz€Sanas un gandriz diennakts inkubacijas piliena veida, novérojam
organoidu kultiiru izveidi gela. Soreiz, lai veicinatu adherento iinu izdzivosanu barotném tika
pievienots serums (36). Péc 24 stundam var&ja novérot $iinu apvienoSanos organoidu struktiiras
(3.3.2. attels). Kontroles attélos ir redzamas normalu organoidu struktiiras. Pelu periféro fibroblastu
kopkultiiras att€los ir manamas migréjosas Stinas arpus organoida. Fibroblasti ir v€rojami arT tiesa
saskar€ ar organoidiem. Ap daZiem organoidiem nav noveérotas fibroblastu Stinas. SHSYSY Stnu
kopkulttiru att€los, organoidu struktiras ir manamas $iinu kopas, organoidi izskatas vairak pilditi,

veido sféras gela, ka tas ir labi aplikkojams 4. dienas attéla.

3.3.2. att. Organoidu kopkultiiru attisttba 24h, 4 dienas un 6 dienas péc apvieno$anas ar pelu
periféro nervu fibroblastu un SHSYS5Y $anam. (A) 24h péc organoidu kopkultiiru izveidosanas.

(B) 4 dienas p&c kopkulttru izveidosanas. (C) 6 dienas p&c kopkulttiru izveidosanas.
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Dazas no fibroblastu sinam bija izveidojusas blivas $tnu grupas, kur var&ja novérot ari
nelielu organoidiem lidzigu pumpuru izveidosanos (3.3.3. att€ls) Dazas no SHSY5Y $tinam bija

izvietojusas atseviski gela, ka arT veidojusas $tinu kopas organoida struktiira (3.3.4. att€ls).

©SHSYsY
.

3.3.3. att. Nerva fibroblastu Kkopkultiiras 3.3.4. att. SHSYSY Kkopkultiiras attistiba.

attisttba. *Bliva fibroblastu grupa ar *SHSYSY atsevisku Stnu  (tuksas
redzamam migréjosam $tinam sanos (pildita bultinas) un sferu (pildita bultina)
bultina) un actimredzamu epitelialo kanalinu izvietoSanas gela. ** Organoida
Sinu pumpuroSanos (tukSas bultinas). redzama SHSYSY $tnu klatbiitne.

**Organoids bez acimredzamas fibroblastu

klatbutnes.

Kopkultiiru izveidosana ar §Tm §tinam ir iesp&jama un abi $tinu tipi gela acimredzami izdzivo.
Tomer ir nepiecieSama daudz riipigaka $adu konstruktu raksturosana, kas ietvertu fenotipisko
raksturoSanu, Stinu naves un proliferacijas markieru analizi un salidzinaSanu ar atbilstoSajam
kontrolém. Var€tu izmantot fluorescento konfokalo mikroskopiju, vizualiz§joSo pliismas
citometriju un génu analizi. Veiksmiga $adu kopkultiiru izveidosana varétu laut ari identificét o
Stunu komunikacija iesaistitos signalcelus.

ST metode jau tiek pielietota dazadu slimibu izp&te, pieméram aizkunga dziedzera audzgja,

stromas un iminsisttmas mikrovides organotipisko modelu veidoSana, virusu infekciju

modelésana (18,29).
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3.4. Cilvéka aizkunga dziedzera organoidu izveidoSana

Pirmais cilvéka organoidu izveidoSanas méginajums nedeva sekmigus rezultatus. Ka
iesp&jamais c€lonis, galvenokart, vargja but neliels parauga izmérs, kas tika iegiits biopsijas cela.
Veiksmigas organoidu kultiiras izveidoSanas varbiitiba no biopsijas ir ap 30% (38). Pirmais
méginajums lava git pieredzi protokola pielietoSana, trikumu apzinasana, pilnveidosana un deva
ieskatu vispariga organoidu izveidoSanas procesa.

Otrais paraugs sastavéja no Skietami normalu audu un audzgja audu rezekcijas fragmentiem.
Normalu audu gadijuma nelielas organoidu struktiiras bija manamas jau 4. diena p&c izs€$anas
gela, 6. diena atseviSsku organoidu struktiiras bija noform&jusas izteiktaka organoidu struktiira

(3.4.1. attels), 11. diena p&c izs€Sanas noveérojams struktiru palielinajums.

3.4.1. att. Cilveka aizkunga dziedzera normalu audu organoidu attistiba 4, 6 un 11 dienas péc

izséSanas gela

Salidzinot ar ieprieks iegiitajiem peles aizkunga dziedzera organoidiem, cilvéka organoidu
struktiras attistas léni (3.4.2. att€ls). lesp&jams, tas ir izskaidrojams ar to, ka pelu gadijuma,
apstradajamais paraugs sastavéja no vesela aizkunga dziedzera, tatad no vesela organa ar daudziem
kanaliniem. Cilvéka audu materiala gadijuma, audu paraugs bija neliels, samazinot kanalinu $tnu
klatbiitnes iesp&jamibu. Interesanti, tiesi laucinos, kur vérojams mazaks audu daudzums novérojam
organoidu augSanu. Tas norada uz audu blivuma nozimi izséSanas laika. Iesp&jams, paraugos ir

daudz lieko neepitelialo Stinu, kas iet boja un trauc€ kanalinu §tinu augsanu.
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2000um

3.4.2. att. Cilveka un peles modela aizkunga dziedzera organoidu augsanas salidzinajums 4 dienas
péc izseéSanas. (A) Cilvéka normalu audu organoidi- redzamas nelielas, atseviskas organoidu

strukttiras (B) Peles modela organoidi- redzams, ka ir sasniegta pilna konfluence gela.

Audzgja audu gadijuma tika izveidoti 4 laucini, katra pa Cetriem 12,5ul pilieniem, kuri
sadaliti divas dalas, testgjot divu veidu augSanas barotnes- vienu ar EGF un bez Wnt3A
kondicionétas barotnes klatbiitnes un otru bez EGF bet ar WNnt3 A kondiciongto barotni. Dazadas
barotnes tika izmantotas, jo atkariba no mutaciju klatbiitnes audz&ja audos var sagaidit labaku
organoidu augSanu viena no $§im barotném (38). Barotné ar EGF faktoru ir novérojamas dazas
organoidiem lidzigas struktiiras, bet, lai tos varétu apstiprinat ka organoidus ir nepiecieSama vél
turpmaka So struktiiru attisttbas noveérosana. Art barotné bez EGF faktora ir novérojama viena

organoidam lidziga strukttra (3.4.3. att€ls) un vairaki gela izkaisiti audu fragmenti.

3.4.3. att. Cilveka aizkunga dziedzera audzéja rezekcijas audu organoidi 11. diena péc izseSanas.
(A) Organoidu kultira, kurai izmantota audzgja 1. barotne (bez EGF, ar Wnt3A kondicion&to
barotni). (B) Organoidu kultira, kurai izmantota audz&a 2. barotne (ar EGF, bez Wnt3A

kondiciongtas barotnes).
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4)

5)

SECINAJUMI

Wnt3A un Rspo-1 kondiciongtas barotnes ir veiksmigi izveidotas. Luciferazes reportiera testa
iegiitic rezultati liecindja, ka pagatavotam barotném ir pietiekami augsts Wnt3A un Rspo-1
augSanas faktoru saturs, lai tas varétu talak izmantot organoidu augSanas barotnu pagatavosana.
No 5 pelu aizkunga dziedzeriem ir veiksmigi izveidotas 4 organoidu linijas, dala tika sasaldéta,
pamazam veidojot organoidu biblioteku, talaku pétijumu veikSanai.

K19 antiviela dazadi iezZim€ pelu organoidu struktiiras- ir redzamas gan vajakas, gan specigakas
iezimes atsevisSkas krio-griezumu vietas. Kopkultiru méginajums ar pelu nerva fibroblastu
kultiiru un SHSYSY $tinu Imniju paradija, ka $tinas sp€j gan integréties organoidu struktiiras,
gan veidot sfériskus sakopojumus gela, arpus organoida un izdzivot.

No cilvéka aizkunga dziedzera ir izveidoti normalu audu organoidi un novéroti atseviski
organoidiem lidzigi veidojumi, audzgja rezekcijas audu paraugos.

Izveidotos un sasaldétos organoidu modelus ir iesp&jams izmantot talaka p&tniecibas attistiba-

pielietojot Vel citas metodes, izpétit padzilinatak organoidu mikrovidi, Tpasi audz&ju gadijuma.
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