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Magnétiska lauka ierosinatas maisiSanas ietekme uz biotehnologiskajiem procesiem

Projekta visparigais mérkis: izp&tit magnetiska lauka ierosinatas maisiSanas radita lauka ietekmi uz
mikroorganismu augSanu un biosintgzi.

Projekta specifiskais merkis: petijumu rezultata noteikt magnétisko piedzinu pielietojamibas robezas
dazadiem steriliem biotehnologiskajiem procesiem.

P&c projekta TstenoSanas grafika parskata perioda tiek Tstenotas sekojoSas darbibas:

2. Magnétiska lauka mérogoSana laboratorijas bioreaktora un to ietekme uz bakteriju, raugu un
mikroalgu kultivaciju;
3. NosacTjumu izp&te magnéetisko rotoru pielietojumiem dazadu mikroorganismu kultivacijai.
P&c projekta 1stenosanas grafika parskata perioda tiek noslegtas sekojoSas darbibas:

2. Rotoru magnétiska lauka ietekmes izvértgjums uz baktériju, raugu un mikroalgu kultivacijas
procesiem laboratorijas bioreaktora.

2. darbiba. Rotoru magnétiska lauka ietekmes izvértéjums uz baktériju, raugu un mikroalgu
kultivacijas procesiem laboratorijas bioreaktora

Darbibas merkis: Izvertét rotoru magnétiska lauka ietekmi mikroorganismu (ka bakterijas, raugi,
mikroalges vai citu kultiiru) kultivacijas procesos.

Izvirzitie uzdevumi mérka sasniegSanai:

e FEksperimentalas iekartas magnétiska lauka ietekmes noteikSanai uz mikroorganismiem izstrade.

Rezultati:

Projekta TstenoSanas laika eksperimentalajai iekartai tika veiktas vairakas modifikacijas, lai izveidotu
iekartu, kas objektivi var noteikt tikai magnétiska lauka ietekmi uz mikroorganismu ietekmi. legitie dati
pec statistiskas apstrades norada, ka citas modifikacijas nav javeic un izstradato iekartu ir iespg&jams
izmantot 3.darbibas rezultatu sasnieg$anai

3. Darbiba. Magnétiska lauka mérogoSana laboratorijas bioreaktora un to ietekme uz bakteriju,
raugu un mikroalgu kultivaciju.

Izvirzitie uzdevumi:

e Veikt izméginajuma eksperimentus ziditajstinu CHO-S kultivéSanas procesa parne$anai uz 125 mL
Erlenmeijera kolbam;

e Sagatavot 2 konferencu abstraktus;

e Sagatavot stenda referatu dalibai konferencé Amsterdama;

o Izstradat CHO-S ziditajsunu kultivéSanas procesu ar piebaroSanu atkariba no glikozes
koncentracijas 125 ml Erlenmeijera kolbas;

e Turpinat apgit ANSYS inZenierijas programmattras CFX un FLUENT moduli;

e Vizualizet 15m® reaktora maisiSanas procesu pie speka momenta 800 [N.m];

e Noteikt kura no 7 sistemam spgj attistit lielakus apgriezienus un pliismas atrumu uz reaktora sienas
neparsniedzot speka momentu uz asi 800 [N.m];

e Noslégt eksperimentu sériju mikroreaktora ar raugiem S.cerevisiae 0.8 T magn&tiskaja lauka;

e Uzsakt eksperimentu s€riju mikroreaktora ar baktérijam E.coli 0.8 T magnétiskaja lauka;

o Uzsakt zinatniska raksta par mérogota magnétiska lauka ietekmi uz mikroorganismu augSanu
gatavoSana;



o Konstruét optimiz€ta magnétiska sajigu.

Rezultati:

Parnesot CHO-S ziditajstnu kultivéSanas procesu uz 125 mL Erlenmeijera kolbam ar darba tilpumu 40
mlL, tika mainita $iinu monitoringa metodika. Atskiriba no kultiveésanas procesa Petri traukos, Seit paraugu
nemsana tika veikta tieSi no kolbas, nevis resuspendgjot centrifugéSanas mégenés. Secinats, ka ieverojami
palielinatais suspensijas darba tilpums ir piemérots kultivéSanas procesa monitoringam ar ieprieks
izmantoto tripana zila iekraso$anas metodi bez centrifugé$anas un resuspendésanas, jo $aja gadijuma netiek
butiski ietekméts suspensijas tilpums (parauga daudzums 10uL viena reiz€) un datiem ir laba atkartojamiba.
Izméginajuma eksperimentos noskaidrota aptuvena CHO-S ziditajstnu proliferacijas dinamika 125 mL
Erlenmeijera kolbas, kas no 0,2 milj. dzivotsp&jigo Stinu uz mL 0. diena sasniedz vidgji 4,3 milj. Sinu/mL
4. kultivésanas diena. Tapat noskaidrots, ka glikozes Iimenis samazinas par vairak ka 45% péc 4
kultivéSanas dienam.

Izveidots plans ziditajsunu CHO-S partijas tipa kultivéSanas procesam ar piebaroSanu 125 ml
Erlenmeijera kolbas pie darba tilpuma 40 ml. Glikoze ka piebarosanas procesa pétamais parametrs izvéléta
tadel, ka ta ir primarais energijas un oglekla avots $tinu kultiiras. Atbilstosi pieejamajiem resursiem un
iekartam izstradats piebaroSanas devas sastavs un aptuvenais grafiks, ko izmantot turpmakajos
eksperimentos. Saskana ar izméginajuma eksperimentu datiem par glikozes patérinu, lai atjaunotu glikozes
limeni sakotn&ja apjoma, barotnei katru dienu japievieno vidgji 0,65 grami glikozes. Ar pasreizgjo
kultivésanas tehnologiju tikai 2,9 % nepiecieSamas papildus glikozes biitu iespgjams nodrosinat ar bazes
barotni. Pirmkart, jo Freestyle”™ CHO-S (Thermo Fisher) $Gnu linijai speciali pielagotaja, kimiski
predefin€taja barotne p&c protokola iesp&jams variét tikai ar L-glutamina koncentraciju. Otrkart, jo barotnes
tilpums kultivéSanas procesa ar piebaroSanu nedrikst parsniegt vairak ka 40-50 % no sakotngja tilpuma.
Saja gadijuma tas ir 16 ml, tapéc piebarosanas deva prognozéta 4 ml diena. Nolemts, ka turpmakajos
eksperimentos papildus nepiecieSama glikozes deva, kas tiks aprékinata balstoties uz konkrétas dienas
merjjumiem, tiks pievienota nelielam tilpumam kultivéSanas barotnes sausa pulvera veida. Pirms
pievienosanas §tinu kultiirai katra piebaroSanas deva tiks steriliz&ta caur filtru sterilos apstaklos.

Izstradati septini 15m?® reaktora sistému modeli ar Ne-niitona $kidruma vidi un analizéts pliismas atrums
pa izvéletam trajektorijam. Modelétas griezes momenta Iiknes atkariba no apgriezienu skaita un iegati
apgriezienu skaiti pie spéka momentiem 200 [N'-m] un 800 [N'm]. Izstradata reaktora sistemu izvéles
stratégija balstoties uz ierobezojos8o kritériju rangu tabulu.

Sagatavots abstrakts konferencei “Biotechnology and Bioengineering” (4.-5.03.2019., Amsterdama,
Niderlande): A.Rekena, D.Livkisa, D.Loca. Evaluation of Magnetic Field Influence on Chinese Hamster
Ovary Cells. Proceedings of International Conference on Biotechnology, Biomarkers & Systems Biology,
Biochem Mol biol J, 2019, 5, 50. DOI: 10.21767/2471-8084-C1-024.

Sagatavots stenda referats “Evaluation of Magnetic Field Influence on Chinese Hamster Ovary Cells”
(A.Rekena, D.Livkisa, D.Loca) un nemta daliba starptautiskaja konferencé “International Conference on
Biotechnology, Biomarkers & Systems Biology” (4-5.03.2019., Amsterdama, Niderlande)

Sagatavots abstrakts konferencei “Environment. Technology. Resources.” (20.-22.06.2019., Reézekne,
Latvija): “Factors Affecting Chinese Hamster Ovary Cell Proliferation and Viability” (A.Rekena,
D.Livkisa, D.Loca).

Sagatavota 1 publikacija 12. Starptautiskajai zinatniski p&tnieciskajai konferencei “Vide. Tehnologija.
Affecting Chinese Hamster Ovary Cell Proliferation and Viability. Publikacija iesniegta “Proceedings of
International Scientific and Practical Conference «Environment. Technology. Resources 2019»”.

Noslégta eksperimentu sérija mikroreaktora ar raugu kultiiru S.cerevisiae 0.8 T magnétiskaja lauka.
Uzkratie eksperimentalie dati apstradati ar dazadam statistikas metodém, lai novértétu dazadus parametrus,
pieméram, datu piederibu normalajam sadalijumam u.c., kas nepiecieSams datu salidzinajumu starp
kontroles un paklautajam grupam.



Uzsakta eksperimentu sérija mikroreaktora ar bakterijam E.coli 0.8 T magn&tiskaja lauka. Tiek uzkrati
eksperimentalie dati par magnétiska lauka ietekmi uz baktériju kultaru.

Uzsakta zinatniska raksta par merogota magnétiska lauka ietekmi uz mikroorganismu augSanu
gatavoSana. Tiek atlasTta zinatniska literatlira par citiem petijumiem ar lidzigiem parametriem, kadi tiek
pielietoti istenotajos eksperimentos projekta mérku sasniegSanai.

Tika sanemtas iepriek§ optimiz&ta un konstruéta magnétiska sajiiga (biorektoram 1 m?® caurules
diametrs 60 mm) izgatavotas detalas un veikta to salikSana, magn&tu nostiprinasana gan uz ieksgja, gan
argja rotora ar augsti noturigu Iimi. Uz doto bridi tiek veikta paligelementu izgatavoSana un magnétiska
sajiga komponéSu salagoSana. Tiek izstradats jauns ar&ja rotora atbalsta gultnis un savienojums ar
test€Sanas stendu, maksimala momenta un rotacijas atruma noteikSanai.

4. Darbiba. Nosacljumu izpéte magnétisko rotoru pielietojumiem dazadu mikroorganismu
kultivacijai

Izvirzitie uzdevumi:

e P&ttt magnétiska lauka ietekmi uz CHO-S §iinu kodolu stabilitati.

e Apgiit ANSYS inZenierijas un simulaciju izstrades programmatiras CFX moduli, kas
paredzets hidromehanikas un fluidu analizei.

e Izveidot ERAF partneru Koksnes Kimijas instittita laboratorijas reaktora digitalo interpretaciju
(3D modeli).

e Vizualizet laboratorijas reaktora maisiSanas procesu pie dazadiem rotora apgriezieniem.

e Sagatavot abstraktu un publikaciju konferencei "12th International Scientific and Practical
Conference, June 20-22, 2019, Rezekne, Academy of Technologies, Rezekne, Latvia".

Rezultati:

In vitro pétita magnétiska lauka ieteckme uz ziditajsinu CHO-S kodolu stabilitati. Izmantots
genotoksicitates tests mikrokodolu noteikSanai starpfazu §tinu citoplazma. Izstradats ziditajsuinam CHO-S
piemérots Cytokinesis-block micronucleus cytom (saisinati, CBMN cyt) testa protokols ar citokinézes
blokesanu. Testa uzdevums ir noteikt, cik daudz ir $iinu, kas satur mikrokodolus, kodolu tiltinus un kodolu
pumpurus. Uzskaite ir javeic tad, kad Siinas ir noslégusies daliSanas (mitoze). Tapec izdarita citokinezes
blokesana, lai biitu iesp&jams identificét Stinas ar diviem vai vairakiem kodoliem, t.i. §iinas, kuras péc
apstrades ir dalijusas.

Noteikta sekojosa CBMN cyt testa norises kartiba: 1) Stinas kultivé magnétiska lauka ietekme pietickami
ilgu laiku; 2) $tnu kultGram pievieno citokinézes blokétaju citohalasinu-B uz 30 h; 3) fikse Stinas ar 4 %
formaldehida skidumu 25 min; 4) ja izmanto priekSmetstiklinu, nozave $tinas gaisa pliisma; 5) kraso ar 5-
10% redzamas gaismas krasu (pieméram, Giemsa, eozins, hematoksilins) 2-7 min vai ar fluorescentajam
krasam 15 min; 6) noskalo krasu ar destiletu Gdeni (redzamas gaismas krasu gadijuma) vai fosfata
buferskidumu (tipiski fluorescentajam krasam); 7) ja izmanto hidrofobu uzneSanas vidi, nozave skalosanas
reagentu gaisa plisma; 8) parklaj ar priekSmetstiklinu, izmantojot hidrofobu uznesanas vidi (mounting
medium) vai atstaj destilétu Gideni; 9) kvantitativi izsaka magnétiska lauka ietekmi uz genotoksicitati p&c
divkodolu §tinu ar mikrokodolu, kodoltiltinu, kodolu pumpuru pazimém relativa biezuma parauga.

Parbaudot dazadu krasu ietekmi uz paraugu kvalitati, secinats, ka redzamas gaismas krasa Giemsa
intensivi iekraso Stnu kodolus un padara griiti izSkiramas $iinu robezas. Pie mazakas koncentracijas
krasojumu nevar redz&t, bet pie rekomendétas koncentracijas tas ir parak intensivs. M&ginot ar krasas
skalosanu panakt kodolu un citoplazmas iekrasosanu dazadas intensitates, velamais rezultats nav panakts.
Turprett fluorescentas krasas paredzEtas specifisku struktiiru ieziméSanai, jo tas “spid” tikai tad, ja
pievienojusas attiecigajai molekulai §tina. Savienojot fotoattélus no dazadiem fluorescences kanaliem,
iegiitas kopgjas bildes.



Novertgjot vairak neka 100 binuklearas Stnas katra parauga, secinats, ka péc 22 dienu kultivésanas
magnétiska lauka CHO-S §tinu kodolu anormaliju Tpatsvars magnétiska lauka ietekmétas $iinas ir 14,49%,
kontroles parauga Stnas 13,26 %. Savukart, pec 42 dienu kultivéSanas magnétiska lauka anormaliju
Ipatsvars ietekméetas stinas sasniedz 20,95 %, bet kontroles $tinas 13,39 %. Secinats, ka kodolu nestabilitate
noveérojama gan magnétiska lauka ietekmetas, gan kontroles §tinas. Péc ilgaka perioda magnétiska lauka
ietekmes (t.i. 42 dienam) ir palielinats aberaciju Tpatsvars eksperimentalajas §tinas, bet palicis nemainigs
kontroles parauga.

Apgiti ANSYS CFX darbibas principi no geometrijas izveides lidz simulacijas rezultatu apskatei.
Izveidots laboratorijas reaktora ar dubulto Rustona turbinu modelis (geometrija, galigo tilpumu rezgis un
robeznosactjumi). Simul&ts laboratorijas reaktora maisiSanas process un iegiiti simulacijas pecapstrades
atteli.

Sagatavots abstrakts "12th International Scientific and Practical Conference, June 20-22, 2019,
Rezekne, Academy of Technologies, Rezekne, Latvia" konferencei "Visualization Approaches for Stirred
Tank Bioreactors", autori: Armands Buss, Normunds Jekabsons, Dagnija Loc¢a, Juris Vanags.

Sagatavota 1 publikacija 12. Starptautiskajai zinatniski p&tnieciskajai konferencei “Vide. Tehnologija.
Resursi”, kas norisinasies 2019. gada 20-22. junija Rézekné, Latvija: A.Buss, N.Jekabsons, A.Suleiko,
D.Loca, J.Vanags. Visualization Approaches for Stirred Tank Bioreactors. Publikacija iesniegta

“Proceedings of International Scientific and Practical Conference «Environment. Technology. Resources
2019»”.

Sapulces par projekta darba uzdevumiem un progresu

Projekta progresa uzraudzibai un informacijas apmainai starp visiem projekta partneriem, parskata
perioda tika noturétas divas sapulces, kuras piedalijas parstavji no katra sadarbibas partnera. Sapulces tika
noturétas sekojosos datumos:

e 2019.gada 28 janvari;
e 2019.gada 14.marta.

Parskats sagatavots un ievietots majas lapa 2019.gada 29.marta.



