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Kopsavilkums

Lielu dalu zarnu mikrobiotas klaj imiinglobulini, tomér informacija, par to kadu
ietekmi uz zarnu mikrobiotas un imiinglobulinu mijiedarbibu atstaj medikamentozas terapijas,
ir ierobezota. Izmantojot uz magnétiskam loditém balstitu Stinu SkiroSanas metodi un NGS,
tika noteiktas fé€u metagenoma taksonomiskas izmainas metformina terapijas laika, 40 2TD
pacientiem un desmit veseliem individiem. Izmainas noteica tris laika punktos terapijas laika
un tris frakcijas: metagenoms, sIgA+ un IgG+. Metformina ietekmé tika novérota Escherichia
gints bagatinasanas gan metagenoma, gan frakciju datos. Vislielakais, ar metformina lietoSanu
saistitais pieaugums sIgA un IgG frakcijas, tika noverots Phocaeicola dorei. Lidzigi picauga
ar1 Intestinibacter bartletti Tpatsvars, tacu ka 1stermina efekts. Starp grupu salidzinajumos tika

noverota spéciga Bacteroides gints baktériju izraisita imuna atbilde.

Darbs izstradats 05.2021. - 05.2023. Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra.

Atslégasvardi: zarnu mikrobioms, sekretorais imiinglobulins A, imtinglobulins G, metformins,

cukura diabéts.



Summary

A large part of the intestinal microbiota is covered by immunoglobulins; however,
information on the effect of drug therapies on the interaction between intestinal microbiota
and immunoglobulins is limited. Using magnetic bead-based cell sorting and NGS, taxonomic
changes in the faecal metagenome during metformin treatment were determined in 40 2TD
patients and ten healthy individuals. Changes were assessed at three time points during
therapy and three fractions: metagenome, slgA+, and IgG+. Enrichment of the genus
Escherichia was observed in both metagenome and fraction data under the influence of
metformin. The most significant metformin-related increase in sIgA+, and IgG+ fractions
were observed in Phocaeicola dorei. The proportion of Intestinibacter bartletti also increased
similarly but as a short-term effect. Between-group comparisons, the strong immune response

induced by bacteria of the genus Bacteroides was observed.

The work was carried out in the Latvian Biomedical Research and Study Centre during

the period 05.2021. — 05.2023.

Keywords: gut microbiome, secretory immunoglobulin A, immunoglobulin G, metformin,

diabetes mellitus.
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IEVADS

Balstoties uz Starptautiskas diabéta federacijas sniegto informaciju, Eiropa gandriz
8,8% iedzivotaju ir diagnosticéts cukura diabéts, apmeéram 90% gadijumu tam esot tiesi 2. tipa
cukura diabétam (2TD) (Cho et al. 2018). Pazeminata mirstibas vecuma, paaugstinato
komplikaciju un hronisko saslimsanu dg€l, 2TD pacientiem ir nepiecieSamas uzlabotas esosas
arstéSanas stratégijas, gan jaunas piecjas, lai izvairitos no saslimsanas (Piya et al. 2010).
Neskatoties uz metformina mainigo terapijas efektivitati, blakus paradibam un
kontrindikacijam, tas ir visbiezak izmantotais antidiab&tiskas terapijas Iidzeklis (Rojas &
Gomes, 2013). Salidzinot ar citam medikamentozam terapijam, metformins ir efektivaks,
samazinot insulina rezistences risku, labak pasargajot no kardiovaskularam komplikacijam un
samazinot hipoglikémijas risku (Schlender et al. 2017). Papildus tam, ka tiek samazinata
glikozes izdali§anas aknas un palielinas glikozes uznemsana muskulos, ar vien jauni petijumi
liecina par to, ka metformina darbibas vieta ir tieSi zarnu mikrobiota (Rodriguez et al. 2018).

Ieprieks€jo petijumu rezultati liecina, ka metformina lietoSana izmaina zarnu
mikrobioma kompoziciju, ka rezultata palielinas Akkermansia muciniphila un citu mucinu
degradg€joso un 1so k&zu taukskabju produc€josu ginsu ipatsvars, ka ari oportiinisko patogéno
baktériju, ka Escherichia spp. daudzums (de la Cuesta-Zuluaga et al. 2017, Forslund et al.
2015, Wu et al. 2017). Metformina un zarnu mikrobioma mijiedarbibas pamata esoSie
mehanismi nav pilniba izprasti, tacu ir skaidrs, ka zarnu mikrobioms ir iesaistits
antidiabétiskaja terapija un ta modulacija ietekm& metformina sistémisko atbildi un,
iesp&jams, armt medikamentozas terapijas efektivitati (Wu et al. 2017).

Turklat iepriek$ ir tikuSi uzsveérti saimniekorganisma medi&tie mehanismi zarnu
mikrobioma regulacijai un homeostazes uzturéSanai, taja skaita ir minéta sekretora
imiinglobulina A (sIgA) un imiinglobulina G (IgG) produkcija (Yang & Palm 2020; Zeng et
al. 2016). Ir ticis aprakstits, ka sIgA var apklat no 24 Iidz pat 74% bakteriju feéces (van der
Waaij et al. 1996). Ta ka tiek parklata tikai dala no bakterijam, zalu ietekme uz antivielam
parklato frakciju dinamiku var sniegt jaunas zinasanas par saimniekorganisma un mikrobioma
mijiedarbibu. Turklat pétjjumos ir tikusi uzsverta, sIgA iesp&ama ietekme uz metformina
terapijas efektivitati (Ustinova et al. 2019, Luck et al. 2019).

Darba meérkis: Noteikt metformia terpijas ietekmi uz zarnu mikrobioma
kompozicijas dinamiku neskirotas un ar sIgA un IgG parklatas baktérijas, jaundiagnostic€tos
2. tipa cukura diab@ta pacientos un veselos individos.

Izvirzita darba mérka sasniegSanai tika noteikti $adi uzdevumi:

1. Izstradat uz sIgA un IgG piesaisti balstitu bakteriju Stinu SkiroSanas metodi un

veikt atlasito subpopulaciju sekvencésanu.



2. Novertét un raksturot pétjjuma dalibnieku zarnu mikrobioma daudzveidibu un
taksonomisko kompoziciju neskirota, sIgA+ un IgG+ frakcijas, vairakos laika
punktos.

3. Noteikt potencialas, metformina terapijas izraisitas, taksonomiskas izmainas ar

sIgA vai IgG piesaistitas bakterijas.



Darba izmantotie saisinajumi

2TD - 2. tipa cukura diabéts

ABCCS - ATP Binding Cassette Subfamily
C Member 8

ADF - adenozindifosfats

AMF - adenozinmonofosfats

AMPK - AMF aktivéta proteinu kinaze
APPL1 - fosfotirozins, kas mijiedarbojas
ar pH doménu un leicina ravejslédzi 1

ATF - adenozintrifosfats

BLK - tirozina kinazes proteina géns

bp - bazu pari

BSA - bovine serum albumin

CEL - karboksilestera lipazes géns

GCK - glikokinazi kodgjosais géns

HbA 1c - glikétais hemoglobins

HNFla - hepatocitu nuklearais faktors 4
alfa

HNF4a - hepatocitu nuklearais faktors 4
alfa

HNFI1B - hepatocitu nuklearais faktors 1
beta

IBD - iekaisigo zarnu slimiba

IgA - imiinglobulins A

IgE - imiinglobulins E

IgG - imunglobulins G

IgM - imiinglobulins M

INS - insulina géns

IQR - starpkvartilu diapozons

J chain - savienojosa peptidu kéde
KCNJ11 - Potassium Voltage-Gated
Channel Subfamily J Member 11

KLF11 - Kruppel 11dziga faktora 11 géns

KMI - kermena masas indekss

LBMC - Latvijas Biomedicinas pétijumu
un studiju centrs

MO - pirms terapijas sakuma

M3m - péc tris ménesus ilgas metformina
terapijas

M7d - peéc nedelu ilgas metformina
terapijas

NEURODI - neirogénas diferenciacijas 1
geéns

OCT-1 - organisko katjonu transportétajs 1
PAX4 - para boksa 4 géns

PBS - phosphate buffered saline

PDX1 - insulina promotera faktors 1

pIgR - poliméra imiinglobulina receptors
PKR - polimerazes k&des reakcija

ROS - reaktivas skabekla molekulas

sIgA - sekretorais imtinglobulins A

T2D - Type 2 diabetes mellitus



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Cilveka mikrobioms

1.1.1. Mikrobiomu veidi

Cilveka organisma un uz ta ir sastopami dazadi mikroorganismu veidi: bakterijas,
virusi, arheji un eikarioti. Visi $ie mikroorganismi ir sastopami konkrétas organisma nisas,
tadgjadi katram individam veidojot unikalu kopienu, ko sauca par mikrobiotu. Savukart viss
mikrobiotas genétiskais materials tiek saukts par mikrobiomu, kas biezi tiek lietots ka dal&js
sinontms mikrobiotai, raksturojot gan organismu, gan to génu kopumu (Gomaa 2020).
Attiecigi, balstoties péc anatomiskas lokalizacijas, ir iesp&jams iedalit vairakus mikrobiomu
un mikrobiotu veidus (Dekaboruah et al. 2020). Pieméram, kunga-zarnu trakta vairak bis
sastopamas fakultativi anaerobas bakterijas, bet strikti aerobas bis iesp&jams atrast uz adas
vai elpcelos un deguna dobuma, tadgjadi veidojot lokalizacijai specifiskas niSas (Ogunrinola
et al. 2020). Sakums mikrobioma pétniecibai ir mekl&jams 2000. gadu sakuma, kad intensivi
tika pétita orala mikrobiota, lai noskaidrotu potenciali patogénas un komensialas bakterijas,
sastopamas cilveku mutes dobuma (Paster et al. 2001; Aas et al. 2005). Turklat §1 p€tnieciba
noveda pie cilvéku orala mikrobioma datubazes izveides un vélak art pie cilvéka mikrobioma
pétniecibas projekta aizsakuma (Dewhirst et al. 2010; Turnbaugh et al. 2007). Projekts ir bijis
aktivs jau vairak neka 10 gadus, un Saja laika tika ievakta informacija gan par dazadiem
mikrobioma veidiem, ka adas, oralais, nazalais, zarnu u.c., gan par nosacijumiem, kas tos var
izmainit: priekslaiciga dzimSana, pirms diab&ta stavoklis vai iekaisigo zarnu slimiba
(Integrative HMP (iHMP) Research Network Consortium 2019). Mikrobioma kompozicijas
izmainas var radit gan jau esoSas pamatslimibas, gan dzivesveids, turklat tam ir liela nozime
gan cilvéku veseliba, gan slimibu patogenéz€, jo izjaukts mikroorganismu lidzsvars jeb
disbioze palielina saimniekorganisma uznémibu, pieméram, pret dazadam infekciju slimibam
(Ogunrinola et al. 2020).

Sobrid dazadas cilvéka mikrobioma nidas tiek plasi pétitas un tam tiek piedevéti
dazadi jauni apzim€umi, pieméram, mikrobioms tiek saukts ari par jaunu “organu”,
biologisku individu kopumu vai ekosistému cilvéka organisma (Reynoso-Garcia et al. 2022).

Tomeér ar mikrobiomu saistiti pétijumi vél ilgi bis aktuali, jo tiek leésts, ka vid€ja cilveka

.. _ 13 14 e o . . o
organisma ir apméram 10 - 10  bakteriju Stnas, kas ir gandriz tik pat, cik cilvéka Siinas

(Sender et al. 2016). Turklat daudzveidigs un komplekss mikrobioms var sastavét pat no 50



lidz 100 reizu vairak géniem neka cilvéka genoms, So padarot par plasu un interesantu
pétijuma lauku (Kho & Lal 2018). Ka redzams 1. att€la, bakteriju daudzums atkariba pec
anatomiskas lokalizacijas butiski atSkiras un to var ietekmét vairaki faktori, pieméram, vides
pH un pieejamais skabekla daudzums (de Vos et al. 2022). Toméer ir redzams, ka resnaja zarna
ir sastopamas visvairak bakterijas, tapec loti plasi tiek pétita zarnu mikrobioma subpopulacija

(Leviatan et al. 2022).

Mutes dobums
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1. attels. Baktériju kop@jais daudzums dazadas organisma vietas. Bakteriju skaits iegits
balstoties uz to koncentraciju konkréta tilpuma, noradits vides pH un parcialais skabekla
spiediens. (p&c de Vos et al. 2022)

Figure 1. The total amount of bacteria in different parts of the body. The number of bacteria is
obtained based on their concentration in a specific volume, and the pH and partial oxygen

pressure of the environment are indicated (de Vos et al. 2022).
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1.1.2. Cilveka zarnu mikrobioms

Ir zinams, ka cilvéku zarnu mikrobioma populacija sak veidoties jau dzemdibu laika,
saskaroties ar pirmajiem mikroorganismiem, tomeér pastav diskusijas, ka auglis ar pirmajiem
mikroorganismiem varétu nonakt saskaré placenta vai amnija Skidruma (Aagaard et al. 2014;
Collado et al. 2016). Protams, sakotng&jo mikrobiotas attistibu ietekmé dazadi faktori, dazi no
tiem: dzemdibu veids, dzimums, uzturs, antibiotiku lietoSana, majdzivnieku klatbiitne u.c
(Durack & Lynch 2019). Butiskaka zarnu mikrobioma attistiba notiek loti agri bérniba, lidz
divu, tris gadu vecumam (Wernroth et al. 2022). Lidz piecu gadu vecumam, zarnu
mikrobioma kompozicija jau ir lidzigaka pieaugusiem cilvékiem, tomér vél nav kluvusi tik
komplicéta (Roswall et al. 2021).

Bérniba iegiita personigd un veseliga mikroorganismu kompozicija klist relativi
stabila turpmako dzivi, tomér katram individam ta ir unikala, tad€] nav zinama optimala
taksonomiska kompozicija, kas derétu visiem (Rinninella et al. 2019). Neskatoties uz mainibu
individu starpa, 90% no zarnu mikrobiotas veido Firmicutes un Bacteroidetes tipa baktérijas
(King et al. 2019; Arumugam et al. 2011; Magne et al. 2020). Firmicutes tipu parstav vairak
neka 200 dazadu ginSu bakteriju, piem&ram Lactobacillus, Enterococcus, tomér 95%
gadijumu tas ir Clostridium gints bakt@rijas. Savukart Bacteroidetes tipa predoming
Bacteroides un Prevotella ginSu bakterijas (Arumugam et al. 2011). Turklat
Firmicutes/Bacteroidetes attieciba zarnu traktd tieck min&ta ka potencials biomarkieris, jo
individiem ar aptaukoSanos ir konstatéta samazinata Bacteroidetes un palielinata Firmicutes
ginsu Tpatsvars ka individiem bez lieka svara (Magne et al. 2020). Tade] svarigs ir
saimniekorganisma esoSo baktériju veseligs balanss, lai metaboliskie un imiinie procesi
norisinatos optimali (Rinninella et al. 2019). PlaSo p@tijumu laika ir noskaidrots, ka zarnu
mikrobioms modulé cilvéka veselibu un dazadas hroniskas saslimSanas, sakot ar
gastrointestinala trakta funkcionaliem trauc€umiem, beidzot ar kolorektalo vézi (Hills et al.

2019).

1.2. Cukura diabéts

1.2.1. Cukura diabéta prevalence

Cukura diab&ts ir metaboliska saslimSana, kuru raksturo insulina sekrécijas vai
darbibas defekti, kas rezult€jas ar hronisku hiperglikémiju (Kharroubi & Darwish 2015).
Misdienas cukura diab&ts ir radijis nozimigu slogu uz valsts ekonomiku un sabiedribas
veselibu, jo ta izplatiba pédgjas desmitgades kliist aizvien lielaka (Tomic et al. 2022).

Piem&ram, Latvija cukura diab&ta incidences skaits no 2010. gada lidz 2021. gadam ir
11



palielinajies no 3458 Iidz 5072 pacientiem uz 100 000 iedzivotaju (Veselibas statistikas
datubaze 2023). Pasaulé kops 1980. gada Iidz 2014. gadam, diagnostic€to gadijumu skaits ir
audzis no 108 lidz 422 miljoniem. Un ka var redz€t 2. att€la, tiek paredzets, ka diab&ta
prevalence turpinas pieaugt (World Health Organization 2023; International Diabetes
Federation 2022). Vismazakais diagnosticéto gadijumu skaita pieaugums ir paredzets Eiropa,
lidz 2045. gadam pieaugot par 13%, jeb no 61 miljona Iidz 69 miljoniem pacientu. Tomer
biitisks 134% pieaugums tiek prognozéts Afrika, no 24 miljoniem pacientu 2021. gada, lidz
55 miljoniem 2045. gada (International Diabetes Federation 2022).

2021
ZIEMELAMERIKA
2021 EIROPA
WM 9 61 miljons
2045. gada prognozé 24%

2045. gada prognozé 13%

BB 0 63 miljonus pieaugumu jeb 69 miljonus

2021 ZIEMELAFRIKA UN
TUVIE AUSTRUMI

73 miljoni

20456. gada prognozé 87%
pieaugumu lidz 136 miljoniem Q 9

2021 AFRIKA 2021 KLUSA OKEANA

2021 DIENVID UN 24 m“iof:ji RIETUMU DALA

i 2045. gada prognozé 134% Ny
CENTRALAMERIKA pieaugumu jeb 56 miljonus 206 miljoni
32 miljoni 2045. gada prognozée 27%
2045. gada prognozé 50% pieaugumu jeb 260 miljonus

pieaugumu jeb 49 miljonus

2. attéls. Cukura diabéta prevalence. Atte€la ir noradits diagnosticéto gadijumu skaits 2021.
gada un prognozgeta incidence 2045. gada (p&c International Diabetes Federation 2022).
Figure 2. Prevalence of diabetes mellitus. The figure shows the number of diagnosed cases in
2021 and the predicted incidence in 2045 (International Diabetes Federation 2022).
Diagnosticé$anas tehnologijam attistoties, cukura diab&tu ir iesp&jams iedalit aizvien
stkakas un precizakas kategorijas, tomér galvenokart tiek minéti ¢etri cukura diabéta veidi: 1.
tipa cukura diabéts (izraisa beta Siinu destrukcija un gandriz vienmér tiek raksturots ar
insultna deficitu), 2. tipa cukura diabéts (raksturo progres€josi insulina sekrécijas defekti un
insulina rezistence), gestacijas diabéts (diabéts diagnostic€ts otraja vai treSajas griitniecibas
trimestr1) un MODY (viena géna nukleotidu nomainas rezultata radies diab&ts) (Sakran et al.
2022; Banday et al. 2020). Visizplatitakais ir 2TD, kur§ parstav 90 - 95% no visiem cukura
diabéta gadijumiem, tam sekojoSais 1. tipa cukura diabéts, parstavot 5 - 10% (Banday et al.

2020).
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1.2.2. Otra tipa cukura diabéts

Otra tipa cukura diab&ts ir hroniska, metaboliska saslimSana, kuras izplatiba turpina
pieaugt dazas valstis sasniedzot epidémijas merogus. Tiek paredzets ar1 turpmaks saslimstibas
pieaugums, novecojo$as sabiedribas dél (Olokoba et al. 2012). ST saslim3ana tiek raksturota ar
hroniski paaugstinatu glikozes limeni asinis, un atSkiriba no 1. tipa cukura diabé&ta, ari
paaugstinatu insulina Itmeni asinis. Ta rezultata ir radies termins insulina rezistence, kas
izskaidro, kadel glikozes Iimenis ir paaugstinats, pat ja nepastav insulina nepietickamiba
(Westman 2021). Glikozes Itmenis tiek uzskatits par paaugstinatu, ja glikéta hemoglobina
Iimenis asinis ir vairak par 6,5% (Genuth et al. 2018).

Galvenais eksogeénais faktors, kas pacel glikozes limeni asinis ir oglhidrati, ap&dot par
daudz oglhidratus, organisms nav sp&jigs vienlaicigi parstradat un absorbét glikozi un taja
pasa laika uzturét stabilu limeni asinis (Westman 2021). Ka galveno endogéno faktoru var
minét hormonus, pieméram, glikagons, epinefrins un kortizols spg paaugstinat glikozes
Iimeni asinis, paaugstinot glikogenolizi un glikoneogenézi. Tadgjadi organisms ir sp&jigs
uzturét pietiekoSu glikozes Iimeni asinis ar1 bez oglhidratu uznemsanas (Petersen et al. 2017).
2TD ir multifaktoriala slimiba un tas primarais izraisitajs ir dzivesveids, pieméram, maz
fizisko aktivitasu, liels alkohola patérins, smekeSana un secigi ka riska faktors tiek minéta
genétika (Ripsin et al. 2009; Hu et al. 2001). Lidz $im, 421 géna ir noteikti 1874 genétiski
riska markieri (Syed et al. 2020). No tiem, pieme&ram, viena nukleotida nomaina géna F70
(tauku masas un aptaukoSanas asociéts) rs9939609 ir asoci€ta ar palielinatu svaru (Prakash et
al. 2016). Butiski palielinats 2TD risks ir asoci€ts ar viena nukleotida polimorfismu
rs12255372 géna TCF7L2 (transkripcijas faktors 7-2) (Wang et al. 2013).

Otra tipa cukura diab&ts tiek raksturots ar aizkunga dziedzera beta Stinu disfunkciju,
palielinatu alfa $anu funkciju, ka arf periféro audu insulina rezistenci (Reed et al. 2021). Sis
izmainas noved pie hiperglikeémijas glikozes uznemsanas traucgjumu dél periférajos audos,
dislipidémijas (hipertrigliceridémija un maz augsta blivuma holesterins), ko izraisa traucéta
tauku uznemsana (D'Alessio 2011). Papildus tam tiek trauc€ta aminoskabju uznemsana un
ATF producéSana periferajos audos, jo tiek trauc€ta uzturvielu uzpemsana, ka ari tiek
palielinata glikagona producéSana, kas vél vairak palielina hiperglik€miju un hiperlipidémiju
(Okon et al. 2007; Lin & Sun 2010). Lai gan cukura diab&tam ir pieejami dazadi arstéSanas
veidi, 2TD joprojam ir galvenais akluma un nieru slimibu ierosinatajs, sirds un asinsvadu

slimibu c€lonis, ka arT iemesls apaksgjo ekstremitasu amputacijai (Reed et al. 2021).
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1.2.3. Citi diabéta veidi

Pirma tipa cukura diabéts tiek raksturots ka hroniska un autoimiina, poligenétiska
saslim$ana, kurai raksturiga insulina nepietickamiba, kas rezult&jas hiperglikeémija (DiMeglio
et al. 2018). Neskatoties uz jau zinamo genétisko risku, lielai dalai pacientu, nav radinieku ar
So slimibu un pat nav augstakais aprékinatais risks, salidzinot riska alélu kombinacijas, kas
padara §1s slimiba prevenciju un savlaicigu atpaziSanu apgriitinosu (Barnett 2018). Klasiski
tiek raksturots, ka 1. tipa cukura diabéta attistiba notiek bérniba, tomér slimiba var sakties
jebkura vecuma, pat 50% parsniedzot pilngadibas robezu (Thomas et al. 2018). C peptida
koncentracija asinis, biezi kalpo ka aizkunga dziedzera beta Stnu funkciju markieri,
koncentracijai esot zemai, tiek liecinats par smagu endogénu insulina deficitu, jo C peptids
tiek producéts ekvimolara daudzuma ka endogénais insulins (Leighton et al. 2017; Jones &
Hattersley 2013). Koncentracija, kas ir zemaka par 0,2 nmol C petida litra, ir asociéta ar 1.
tipa cukura diabéta diagnozi (Leighton et al. 2017). Globali saslimSana arT ar So diab&ta veidu
pieaug, kopgjai incidencei palielinoties par 2 Iidz 3% gada (Maahs et al. 2010). Protams, ka
galvenais terapijas pamats paliek insulins, tomer ir pieejami arvien jauni analogi, ar atskirigu
iedarbibas atrumu un ilgumu. Optimalai glik€mijas kontrolei, ir nepiecieSams ievadit vairakas
devas ar insulinu, kas atdarina ta fiziologisko izdalisanos gan p&c &dienreiz€m, gan uz nakti
ka bazalo insulinu (Peters et al. 2016).

Vel ka pietieckami plasi izplatitu diab&ta veidu var minét gestacijas diab&tu.
Hipergklikémija, kas attistas griitniecibas laika, bet izziid péc bérna piedzimsanas, tiek atzita
jau 50 gadus, tom@r vél joprojam nav vienpratibas par hiperglikémijas limeni péc kura tiek
uzstadita §1 diagnoze (Mclntyre et al. 2019). Neraugoties uz to, gestacijas diabé&ts ir
visizplatitaka mediciniska komplikacija griitniecibas laika (MclIntyre et al. 2020). Tiek 1&sts,
ka gestacijas diabéts ietekmé aptuveni 15% no visam griitniecibam, kas ir ekvivalents
aptuveni 18 miljoniem dzemdibu visa pasaulé (Modzelewski et al. 2022). Matém ar So
diab&tu pastav gestacijas hipertensijas un preeklampsijas (paaugstinata asinsspiediena) risks,
pastav palielinata spontana aborta iesp&jamiba, ka arT var rasties makrosomija (parmerigs
jaundzimus$a svars), turklat tas palielina 2TD iestaSanas risku v€lak dzivé gan matei, gan
jaundzimus$ajam (Modzelewski et al. 2022; Kc et al. 2015).

Retak izplatits cukura diabéts ir MODY (no anglu val. Maturity onset diabetes of the
young) - insulina neatkarigs jeb 2TD b&rnu un jaunieSu vecuma. MODY ir monogéna
saslim$ana, kurai ir raksturiga autosomali dominanta iedzim$ana un slimiba progrese 1idz 25
gadu vecumam (Urakami 2019). Jaunakie diagnosticéSanas kritériji, kas raksturoti 2008. gada,
nosaka: slimibas iestasanas lidz 25 gadu vecumam vismaz vienam gimenes loceklim, cukura

diab&ta diagnoze vismaz divas secigas paaudzgs, beta Stinu autoantivielu neesamiba, insulina
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sekrécijas saglabasanas un C peptida limeni seruma augstaku par 200 pmol uz litru, pat péc
tris gadus ilgas insulina terapijas (Ellard et al. 2008). Turklat MODY ir reta saslim$ana,
sastopama viena Iidz piecos procentos no visiem diab&ta gadijumiem, tadel So cukura diabéta
formu nav tik viegli atskirt no pargjam (Hattersley et al. 2018). Lidz Sim ir tikusi identificeti
14 géni, kuros izmainiti al€liskie varianti var izraisit MODY diabéta attistibu. Géni, kuri
ieprieks$ ir raksturoti ka $1 diab@ta tipu izraiso$i ir: HNF4a (hepatocitu nuklearais faktors 4
alfa), GCK (glikokinazi kodgjoSais géns), HNFla (hepatocitu nuklearais faktors 4 alfa);
PDX1 (insulina promotera faktors 1); HNFIP (hepatocitu nuklearais faktors 1 beta);
NEURODI1 (neirogénas diferenciacijas 1 géns); KLF11 (Kruppel lidziga faktora 11 géns) ;
CEL (karboksilestera lipazes géns); PAX4 (para boksa 4 géns); INS (insulina géns); BLK
(tirozina kinazes proteina géns); ABCC8 (ATP Binding Cassette Subfamily C Member 8);
KCNI11 (Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily J Member 11); APPL1 (fosfotirozins,
kas mijiedarbojas ar pH doménu un leicina ravgjslédzi 1) (Yahaya & Ufuoma 2020; Urakami

2019).

1.3. Metformins

1.3.1. Metformina raksturojums

Metformins ir visplasak pielietotais antidiab&tiskas terapijas Iidzeklis 2TD arstésana
(Wang et al. 2017). Tas ir sintétisks biguanids ar anti-hiperglik€misku iedarbibu (Mohammed
et al. 2021). Pirmo reizi preperats tika sintez€ts 1922. gada, balstoties uz nostastiem tautas
medicina (Bailey & Day 2004). Sakotn&ji metforminu 1958. gada apstiprinaja Apvienotaja
Karalisté un Francija, tikai 1995. gada tas tika apstiprinats ASV, tomér Sobrid ikdiena to lieto
vairak ka 150 miljoni individu (He & Wondisford 2015; Scarpello & Howlett 2008). Péc
uznemsSanas, metformins netieck metabolizéts, bet tiek izvadits ar urinu nemainita veida, ar
pussadaliSanas periodu 5 h, populacija vidgji nieres spgj attirit 510 ml plazmas miniité (Gong
et al. 2012). Kopuma metformina terapijas efektivitate tiek uztverta ka pietickama, tomér
procentuali ta loti svarstas starp populacijam. Pieméram, metformina efektivitate ir verteta
pacientos ar pirmsdiab&ta stavokli un tika noteikts, ka So personu relativais risks saslimt ar
2TD samazinajas par 26,4% Indija, Kinas populacija tika noveérots 77% samazinajums, bet
ASV noveéroja tikai 18% samazinajumu, uzsverot nozimigi atskirigos efektivitates raditajus
starp populacijam (Ramachandran et al. 2006; Yang et al. 2001; Diabetes Prevention Program
Research Group et al. 2009). Neskatoties uz mainigo terapijas efektivitati, metformins tiek
lietots Joti plasi (Rojas & Gomes 2013). Tomer nereti tiek noverotas dazadas zalu lietoSanas
blaknes, visbiezak tam esot kunga un zarnu trakta trauc&jumiem pat 20 - 30% gadijumu,
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ieskaitot vemSanu un sliktu diisu (Diabetes Prevention Program Research Group 2012).
Daudz retaka (viens gadijums uz 30000), bet nopietnaka blakne ir laktacidoze, kas tiek
ierosinata metformina uzkrasanas d€] un parasti tiek noverota diab€ta pacientos ar aknu un
nieru mazsp&ju. Papildus noveérotas blaknes: pankreatits, hepatits, B12 vitamina deficits

(Wang et al. 2017; Shurrab & Arafa 2020).

1.3.2. Metformina pleiotropie efekti un molekularie darbibas mehanismi

Neskatoties uz metformina plaso izmantoSanu, seno vésturi un parliecinoSiem
pieradijumiem par glikozi samazinoSu efektu, ta darbibas mehanismi vél aizvien nav pilniba
noskaidrots, par spiti plaSajam pétijumu spektram, kur Sis medikaments ir iesaistits
(Prattichizzo et al. 2018). Tomer ir atklatas neskaitamas sekundaras mérkmolekulas, uz kuram
metformins iedarbojas. Apskatot retrospektivo un novérojumu pétijumu rezultatus, var secinat
par vairakam labve€ligam un protektivam metformina darbibas ipasibam. Piem&ram, ir zinots
par kardiovaskularo slimibu incidences samazinasanos, ka ar1 dazadu véza formu
sastopamibas samazinajumu salidzinot metformina lietotajus un nelietotajus (Campbell et al.
2017). Pie citiem metformina pleiotropiem efektiem var minét dzivildzes palielinaSanos,
antioksidativu iedarbibu un neiroprotektivu efektu, ka ari veérts pieminét, ka tiek uzlabots
veselibas stavoklis policistisko olnicu sindroma pacientem (Jani¢ et al. 2017; Rojas & Gomes
2013; Wang et al. 2017).

Uznemot metforminu orali, 70% no devas uzsiicas organisma taisnaja zarna, turklat ir
noskaidrots, ka pec tam paaugstinata metformina koncentracija ir novérojama zarnas, aknas,
nier€s un uripusli, paradot ta izvadiSanas celu. Muskulos tika novérota neliela medikamenta
akumulé$anas (Gormsen et al. 2016). Cilvéku pétijumos parsvara ka metformina mérkorgani
tiek minétas zarnas, aknas un nieres. Tradicionali ir ticis domats, ka metformina mérkorgans ir
aknas, tadgjadi uzlabojot glikozes limeni asinis, turklat ir vairaki petijumi kas to atbalsta
(Wang et al. 2002; Shu et al. 2007). Tiek uzskatits, ka metformina uznemsanu hepatocitos
katalizé organisko katjonu transportétajs 1 (OCT-1), péc uznemsSanas metformins inhib&
elposanas kédes kompleksu 1, novérSot mitohondriju adenozintrifosfats (ATF) veidoSanos.
Tadgjadi tiek palielinata citoplazmas ADF (adenozindifosfats):ATF un AMF
(adenozinmonofosfats):ATF attieciba. So izmainu rezultata tick aktivéta AMF aktivéta
proteinu kinaze (AMPK) (Rena et al. 2017; Wang et al. 2002; Owen et al. 2000). AMPK
darbojas, lai atjaunotu energijas homeostazi, ieslédzot kataboliskos celus, kuri rada ATF un
izsledzot Stnu procesus, kuri patéré ATF, ka rezultata notieck mTORCI1 (rapamicina
kompleksa 1) inhibicija un mitohondriala reaktiva skabekla molekulu (ROS) produkcija
(Howell et al. 2017; Ross et al. 2016). AMPK aktivacijas rezultata notiek 1so k&zu taukskabju
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sintézes un glikoneogenézes supresija aknas, bet palielinatas glikozes uznemsana skeleta

muskulos (Kaneto et al. 2021).

1.3.3. Metformina ietekme uz zarnu mikrobiomu

Kadu laiku ir zinams, ka zarnas ar1 varétu biit metformina darbibas mérkorgans, bet
paradas aiz vien jauni pétijjumi, kuri uzsver tieSi zarnu mikrobiotas nozimi metformina
darbiba un to, cik butiski ta tiek ietekméta ta rezultata (Silamikele et al. 2021; Forslund et al.
2015). Sakotngji liela uzmaniba tika pieversta zarnu mikrobiotas atSkiribam starp 2TD
pacientiem un veseliem individiem, bet p&€dg€jos gados ir paradijusies aizvien vairak p&tijumu,
noveértéjot metformina ietekmi uz zarnu mikrobiomu (Zhang & Hu 2020). Metformina
ietekm@ ir novérota mucinu degradgjosas bakterijas Akkermansia muciniphila relativa
Ipatsvara pieaugums, turklat ir ticis noverots arf citu 1so keéZu taukskabju producgjoso taksonu
ipatsvara palielinasanas, pieméram, Butyrivibrio un Bifidobacterium bifidum (de la
Cuesta-Zuluaga et al. 2017; Zhang & Hu 2020). Tom&r jamin ar1 oportiinistisko patogénu
Escherichia spp. Tpatsvara pieaugums metformina lietoSanas ietekmg, kas ir novérots vairakos
petijumos (Forslund et al. 2015; Wu et al. 2017). Citos pétijumos ir minéts, ka tiek izmainits
arl1 Romboutsia, Intestinibacter un Clostridium bakteriju patsvars. Kaut gan mehanismi So
mijiedarbibu pamata vél joprojam paliek neskaidri, ir zinams, ka mikrobioms ir svarigs
pretdiabétiskas terapijas veicinatajs un ta mainiba ietekm& kermena sist€émisko atbildes
reakciju uz metforminu (Lee et al. 2021). Turklat petijuma, kas balstits uz nakamas paaudzes
paralélo sekvencéSanu, transkriptoma analize atklaja metformina izraisitu atSkirigu génu

ekspresiju, kas iesaistiti zarnu IgA razoSana (Ustinova et al. 2019).

1.4. Imiuinglobulini

1.4.1. Imunglobulinu veidi

Imiinglobulini ir heterodiméri proteini, antivielas, kur sastav no divam smagajam (H)
un divam vieglajam k&dem (L), kuras ir saistitas ar kovalentam disulfidu saitém (Schroeder &
Cavacini 2010; Rabbitts 2023). Mainigie doméni (V) saistas ar antigéniem, bet konstantie (C)
nosaka efektora funkcijas (Schroeder & Cavacini 2010). Seruma imiinglobulini ir dala no
adaptivas imunsistémas un sastav no piecam klaseém: IgA, 1gM, IgG, IgE un IgD (Khan et al.
2021). Sis antivielas var tikt ekspreséta ka §inu virsmas antigénu receptori, gan ka $kistosas
molekulas (Gutzeit et al. 2018). IgM ir pirmais imunglobulins, kurs tiek ekspreséts B Siinu
attistibas laika. Sis molekula tiek saistitas ar organisma primaro imino atbildi uz dazadiem

akttiem patoge€niem vai imunogéniem (Boes 2000). Tika uzskatits, ka IgD ir salidzinoSi nesen
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izveidojusies antiviela un tas nozime nebija skaidra, tomer ta tika identificéta 500 miljonus
gadu senas skrimslu zivju atliekas, kad adaptiva imiinsistéma veidojas, un tas liek domat, ka
IgD, tapat ka IgM ir bijusi nozimiga loma saimniekorganisma izdzivoSana, ja $1 antiviela
evoliicijas gaita ir saglabajusies (Gutzeit et al. 2018; Ohta & Flajnik 2006). IgE seruma ir
sastopams viszemakaja koncentracija, un tam ir visisakais pussabrukSanas periods, tomér ka
imiinglobulins tas tiek raksturots ka loti spécigs, saistits ar paaugstinatu jutibu uz alergiskam
reakcijam ka ar1 parazitu un tarpu infekcijam (Schroeder & Cavacini 2010). Tomeér
procentuali seruma visplasak parstavétie ir imiinglobulini A un G, sastadot 15% un 75%

respektivi (Schroeder & Cavacini 2010).

1.4.2. IgA un IgG raksturojums

Cilvekos visplasak parstavetais ir imiinglobulins G, sastadot 10 - 20% no plazmas
protetniem, kas talak var tikt sadalis Cetras konservativas apaksklasés. Aminoskabju limeni
90% no tiem ir identiski, tom&r katra klase unikali saista antigénus, veido imiinkompleksu,
aktivé efektorStinas, tam ir dazadi pussabrukSanas periodi, ka ari dazada sp&ja Skérsot
placentu, lai aizsargatu jaundzimuso pirmajos dzives méneSos (Vidarsson et al. 2014). IgG1
apaksklases Tpatsvara pieaugums parasti ir noverojums ka atbildes reakcija uz SkistoSiem
olbaltumvielu antigéniem un membranas proteniem. ST parasti ir visizplatitaka apaksklase,
tadel IgGl trokums var rezultéties kopgja IgG limepa samazindjuma un ierosinat
hipogammaglobulinémiju (Jefferis & Kumararatne 1990). IgG2 antivielas tiek saistitas ar
saimniekorganisma atbildes reakciju uz baktériju kapsulu polisaharidu antigéniem, tapat [gG2
deficits tiek saistits ar paaugstinatu jutibu uz bakteriju infekcijam (Vidarsson et al. 2014;
Schauer et al. 2003). IgG3 antivielas tiek saistitas ar efektora reakciju uz sveSiem antigéniem.
St iminglobulinu apaksklase tick paaugstinata ari parazitu, virusu un intracelularu bakteriju
infekcijas rezultata (Damelang et al. 2019). Savukart 1gG4 apakSklases antivielas veidojas, ja
ilgstosi un atkartoti notiek paklauSana antigénam, pieméram, iminterpija. Tomér IgG4
paaugstinasanas tiek noverota ar1 vairaku autoimunu saslimsanu gadijuma: astma, pankreatits
vai dazi alergiju veidi (Qin et al. 2022).

Imiinglobulins A ir visizplatitakais sekret€tais imiinglobulinu izotips, kuram ir liela
nozime zarnu glotadas homeostazes un citu fiziologisku procesu uzturésana (Hand & Reboldi
2021). IgA veido divas formas, viena no tam ir monomérs jeb seruma IgA, kas galvenokart ir
sastopams seruma. Otra forma ir sekretorais IgA (sIgA), kas sastopams dazadas glotadas,
pieméram, siekalas, féc€s u.c. Tas no seruma IgA atSkiras ar savu diméro formu - to veido
divi monoméri IgA, kas savienoti kopa ar savienojoSo peptidu k&di (J chain) un sekretoro
komponentu, kas ir poliméra imiinglobulina receptors (pIgR), kas atlicis péc transcitozes
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(Yang et al. 2022). sIgA pilda aizsardzibas funkciju zarnu trakta pret patogé€niem un citiem
vides riskiem (Isho et al. 2021). Tas notiek agreggjot bakterijas, kuram tiek samazinata
motilitate un tadejadi samazinas invazija saimniekorganisma zarnu epit€lija Stinas (Moor et al.
2017). Turklat ir noverota selektiva, ar slimibam saistitu, bakteriju parklasana pacientu fécés

(Viladomiu et al. 2017).

1.4.3. Imunglobulinu loma zarnu mikrobioma

Zarnas ir lielaka plazmas $tinu un aktivétu B Stinu populacijas, kas produc€ antivielas,
turklat §is antivielas tiek transport€tas zarnu liimena. Zarnas tiek producétas tris veidu
antivielas, kuras ir sp€jigas saistit dazadas bakterijas, tas ir IgA, IgG un IgM (Leon &
Francino 2022). IgG zarnas tiek razots mazak ka pargjas antivielas, turklat tas notiek
neregulari. Lidz Sim ir pieradits, ka IgG razoSana galvenokart aktivéjas dazadu patogénu
antigénu klatbutng, kuri ir spgjigi Skérsot zarnu barjeru, pieméram, Haemophilus gints
baktérija (Janzon et al. 2019). No otras puses, [gA un IgM parklaj lidzigas, zarnu glotada
mitosas, bakterijas, tomer IgM ir 100 reizes zemaka koncentracijas salidzinot ar IgA (Janzon
et al. 2019). So iemeslu dél, gan IgG, gan IgM ir maz pétits saistiba ar zarnu mikrobiomu
(Leon & Francino 2022).

Ka jau ieprieks tika minéts, [gA monoméra forma atrodas asinsrites sistéma, bet tikai
dim@ras un citas nelielas polim@ras formas ir sastopamas glotadas sekrétd, piemé&ram,
pirmpiena vai zarnu glotada (Yel 2010). Tikai polim&ras IgA formas var tikt aktivi
transportétas uz zarnu glotadas virsmu. Plazmas $tnu producétas poliméras IgA saista pIgR,
ko ekspresé epitélija Stinas, tadgjadi izveidojot sIgA (Pabst & Slack 2020). Interesanti, ka
pieaugusa cilvéka organisma tiek sarazoti aptuveni 3 g sIgA diena, kas ir vairak ka visi pargjie
imiinglobulinu izotipi kopa (Kaetzel et al. 2017). Japiemin arT tas, ka germ free pel€s, sIgA
produkcija notiek loti zema limeni, turpretim koloniz€jot gremoSanas traktu, atri seko sIgA
Iimena paaugstinasanas 1idz normalam limenim, kas liecina par to, ka mikrobiota dal&ji regulé
sIgA produkciju zarnu trakta glotada (Kaetzel 2014).

Sekretorais imtinglobulins A var saistit bakterijas kanoniska un nekanoniska veida.
Kanoniska bakteriju saistiSana ieklauj Fab regiona atkarigu saistiSanos, izmantojot
komplementarus regionus, tatu nekanoniska saistiS8anas notiek ar glikanu starpniecibu, kas
saistiti ar sIgA aminoskabém (Pabst & Slack 2020). Zinams, ka antiviela ir izteikti
glikoziletas, ar dazada veida glikanu molekulam, dazados antivielu regionos. Turklat, esoSie
glikanu veidi atSkiras starp individiem, balstoties uz vairakiem faktoriem, pieméram,
iekaisuma statusa vai sIgA razoSanas atruma (Leon & Francino 2022). Agrinos pétijumos ir
ticis paradits, ka kolonizgjot aksénisku pelu zarnu traktus ar specifiskiem celmiem, noveda pie
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dazadam atbildes reakcijam. Piem&ram, celmi kas piedergja pie gram pozitivam bakterijam,
izraisTja vaju sIgA atbildes reakciju, bet gram negativas bakterijas izraisija daudz specigaku
atbildes reakciju, neatkarigi no ta vai baktérijas vél bija dzivas vai né (Leon & Francino 2022
péc Crabbe et al. 1968, Moreau et al. 1978). Lidz Sim ir veikti vairaki pétfjumi, lai
noskaidrotu imuinglobulinu mérkus, Skirojot bakterijas, kas ir vai nav parklatas ar konkréto
iminglobulinu. Tomé&r S$ie pétijumi ir paradijusi to, ka sIgA saistds ar daudzveidigu
mikrobiotas dalu (Magri et al. 2017; Planer et al. 2016; Kau et al. 2015). Turklat p&tijumos
nav novérota konsekvence tam, kadas baktérija biezak tiek bagatinatas, tomer biezi konstateta
Firmicutes dzimtai piederosas Lachnospiraceae gints bakterijas bagatinasanas (Sterlin et al.
2020). Konsekventu rezultatu trikums tiek skaidrots ar dazadajam sekvencé$anas metodem,

kas tiek izmantotas laboratorijas (Jackson et al. 2021).
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2. MATERIALI UN METODES
2.1. Materiali

2.1.1. Izmantotie laboratorijas piederumi

1. tabula
Darba izmantoto laboratorijas piederumu uzskaitijums
Table 1.
List of laboratory equipment used in the study
Laboratorijas piederumi Razotajs
Manufacturer

Laboratory equipment

1,5 ml DNS LoBind stobrini Eppendorf, Vacija

15 ml stobrini Sarstedt, Vacija

PCR 0,2 ml stripi Sarstedt, Vacija

96 bedrisu PCR plate Sarstedt, Vacija

Combitip 1 ml uzgali Eppendorf, Vacija

Combitip 10 ml uzgali Eppendorf, Vacija

Qubit assay tubes 0,5 ml stobrini Thermofisher Scientific, ASV

Qubit flex assay tube strips 0,5ml stobrini Thermofisher Scientific, ASV

F&cu uzglabasanas/ ievaksanas stobrini Sarstedt, Vacija

MicroTUBE AFA Fiber Pre-Slit Snap-Cap covaris Covaris, ASV

stobrini

Agilent High Sensitivity DNA ¢ips Agilent Technologies, ASV

Fast Prep Lysing Matrix D stobrini MP Biomedicals, ASV

Filtra uzgali (20ul; 200ul; 1000ul; 1250ul) Sarstedt, Vacija

Bio-Rad 96 bedriSu, cieto malu PCR plate Bio-Rad Laboratories, ASV

Uzgali robotam 250 pl MGTI Tech Co., Kina

1,3 ml dzilo bedriSu plate MGI Tech Co., Kina

Micronic, Niderlande

1,4 ml micronic stobrini
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2.1.2. Izmantotie reagenti

2. tabula
Darba izmantoto reagentu un maisijumu uzskaitijums
Table 2.
List of reagents and solutions used in the study
Reagenti un maisijumi Razotajs
Reagents and solutions Manufacturer
Biotin-conjugated anti-human IgA Thermo Fisher Scientific, ASV
Biotin-conjugated anti-human IgG Thermo Fisher Scientific, ASV
Dynabeads MyOne Streptavidin C1 Thermo Fisher Scientific, ASV
Normal mouse serum SaunthernBiotech, ASV
D-biotins Thermo Fisher Scientific, ASV
PBS Sigma-Aldrich, ASV
Bovine serum albumin Sigma-Aldrich, ASV
96% etanols Jaunpagasts PLUS, Latvija
MGIEasy Universal DNA Library reagentu MGI Tech Co., Kina
komplekts
MagPure Stool DNA LQ reagentu komplekts Angen Biotech, Kina
MGIEasy DNA Clean Beads magnétiskas lodites MGTI Tech Co., Kina
MGIEasy DNA 96 adapteru komplekts MGI Tech Co., Kina
MGIEasy Circularization Module reagentu MGI Tech Co., Kina
komplekts
Qubit dsDNA HS reagentu komplekts Life Technologies, ASV
Qubit ssDNA HS reagentu komplekts Life Technologies, ASV
Agilent HS DNA reagentu komplekts Agilent Technologies, ASV
DNBSEQ-G400RS High-throughput sekvencésanas MGI Tech Co., Kina
komplekts (FCL PE150)
ImmuChrom Secretory IgA ELISA reagentu ImmuChrom GmbH, Vacija
komplekts
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2.1.3. Izmantota aparatira

3. tabula

Darba izmantotas aparatiiras uzskaitijums

Table 3.

List of equipment used in the study

Iekarta vai instruments
Equipment

Razotajs
Manufacturer

FV-2400 maza centrifliga/ vortekss

Biosan, Latvija

5424 centrifuga

Eppendorf, Vacija

FastPrep-24 homogenizators

MP Biomedicals, ASV

KR-130 BW laminars

Kojair, Somija

Qubit 2.0 fluorometrs

Thermo Fisher Scientific, ASV

Qubit Flex fluorometrs

Thermo Fisher Scientific, ASV

MGISP-960 automatizgta paraugu apstrades iekarta

MGI Tech Co., Kina

Concentrator Plus centriftiga

Eppendorf, Vacija

MPS C1000 PCR plasu centriftiga

Carl Roth GmbH + Co., Vacija

Milli-Q Synthesis A10

Udens attirisanas iekarta

Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies, ASV

DynaMag magnétiskais stativs 96 bedriSu platei

Thermo Fisher Scientific, ASV

DynaMag -2 magnétiskais stativs 16 bedritem

Thermo Fisher Scientific, ASV

Covaris S220 sonifikators

Covaris, ASV

DNBSEQ-G400RS sekvenators

MGI Tech Co., Kina

MGIDL-200RS sekven&sanas ¢ipa uznesanas
iekarta

MGI Tech Co., Kina

Multipette E3 1 pl - 50 ml

Eppendorf, Vacija

Olypmatic autoklavs

International PBI, Italija




2.1.4. Izmantota programmatiira

% MS Excel
% R programma v.4.2.0 un RStudio v.2021.09.0
% Galaxy Huttenhower - LEfSE

2.2. Metodes

2.2.1. Petijuma dizains

Petfjuma tika ieklauti paraugi no 40 pirmreizgji diagnosticétiem 2 . tipa cukura diabéta
pacientiem un desmit veseliem individiem. 2TD pacientu paraugi tika ievakti no OPTIMED
kohortas. OPTIMED pétijjums nodroSina pirmreiz€ji daignostic€tus 2TD pacientus, kuriem
vel nav uzsakta terapija. Tas tiek nodrosinats sadarbojoties ar endokrinologiem un gimenes
arstiem Latvija, kuri iesaista pacientus ar E11 (ICD-11) diagnozi. Fé¢u paraugi no Siem
pacientiem tika ievakti tris laika punktos: (1) pirms metformina terapijas - M0, (2) ned€lu péc
metformina terapijas uzsakSanas - M7d un (3) tris méneSus pec terapijas sakSanas - M3m.
Zalu deva tika uznemta balstoties zu arsta noradijumiem un pacienta kliniskajam vajadzibam.

Kontroles grupa tika iesaistiti desmit veseli brivpratigie, kuri tikuSi iesaistiti
MIKROMET16001 (EU kliniska pétijjuma registracijas nr. 2016-001092-74) pé&tijuma
ietvaros. Kontroles grupa saneéma 850 mg metformina divas reizes diena. Fé€u paraugi veselu
individu kohorta tika ievakti (1) pirms metformina lietoSanas un (2) nedelu p&c metformina
lietoSanas.

Fécu paraugi no abam kohortam tika iegiiti majas sterilos, tam peredzetos, konteineros
bez bufera. lesaistitie pacienti nogadaja ievakto paraugu uz Latvijas Biomedicinas p&tijumu
un studiju centru (LBMC) vai tuvako diagnostisko laboratoriju, kas sadarbojas ar LBMC.
Tika lugts paraugus nogadat laboratorija 24 h laika, kur sakotngji paraugus uzglabaja -20 °C
temperatiira, péc piegades LBMC paraugus uzglaba -80 °C Ilidz talakai paraugu apstradei.
Dalibnieki no abam pétijuma grupam tika iesaistiti Latvijas Nacionalaja biobanka ar standarta
proceduram. Tika parakstita inform&tas piekriSanas forma un pétijjumu apstiprinaja Centrala
medicinas &tikas komiteja (1/19-10-22) un Latvijas Republikas Zalu valsts agentira

(17-1723).

2.2.2. sIgA koncentracijas noteik§ana

sIlgA koncentracija fé€u paraugos tika noteikta izmantojot Secretory IgA ELISA
reagentu komplektu (ImmuChrom GmbH, Vacija). Visi protokola soli tika pilditi balstoties uz

razotaja rekomendacijam, kas noraditas zemak:
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1. Visi reagenti un plate tika uzsilditas lidz 20 - 30 °C temperatiirai. NepiecieSamajam
paraugu skaitam, platé tika ievietoti stripi un vienu reizi skaloti ar 250 pl atSkaidita
WASHBUF. No atlikusa bufera atbrivojas, ar plati pieskaroties absorb&josam papiram.

2. Tam sekoja paraugu inkubacija, 100 ul STD (standarts), CTRL (kontrole) vai
atSkaidits paraugs tika iepilinati tam paredzetajas vietas. Plate tika nosegta un inkubéta
uz kratitaja 60 min 20 - 30 °C.

3. Plates saturs péc inkubacijas tika izliets, tam sekoja pieckart€ja mazgasana ar 250 pl
atSkaidita WASHBUF. Péc pédgjas skaloSanas, no atlikusa bufera atbrivojas, ar plati
pieskaroties absorb&oSam papiram.

4. Katra bedrité tika pievienoti 100 ul CONJ (konjugats), plati nosedza un 60 min, 20 -
30 °C inkubgja uz kratitaja. Tam sekoja atkartota mazgaSana piecas reizes.

5. Plates bedrités tika pievienoti 100 ul SUB (substrata) un inkubéts 10 - 15 min tumsa,
20 - 30 °C.

6. P&c inkubacijas tika pievienots 50 pul STOPP buferskiduma un plates saturs tika labi
samaisits. Nolastjumi tika veikti 5 min laika, absorbcijas nolasijumus veicot 450 nm

vilnu garuma un ka references garumu izmantojot 620 nm garumu.

2.2.3. Uz magnetiskajam loditem balstita bakteriju SkiroSana

Lai iegiitu baktériju Skirotas frakcijas, LBMC tika izstradata un ieviesta jauna metode:
uz magnétiskajam loditeém balstita bakteriju Skirosana p&c sIgA vai IgG piesaistes. Protokola
izpildei bija nepiecieSama Skidumu sagatavoSana, kam sekoja magnétisko, biotina konjugéto
lodiSu sagatavoSana.
izfiltréts, izmantojot 0,2 um filtru un autoklavéts.

Staining buferis: NepiecieSamam PBS daudzumam, klat pievienoja 1% BSA (bovine serum
Staining buferis (izmantots magneétiskajam loditém): vienam ml staining bufera klat
pievienoja 0,5 mg/ml D-biotina uz katru paraugu.
Blocking buferis: 80 ul staining bufera pievienoja 20 ul normal mouse serum un 0,5 mg/ml
D-biotina.

1. Vienu pg Biotina konjugétus anti-human IgA un anti-human IgG sajauca ar 100 ug

Dynabeads MyOne Streptavidin C1 uz katru apstradajamo paraugu.

2. Magneétiskas lodites inkub&ja 15 min uz ledus, tas regulari apmaisot.
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Izmantojot magnétisko stativu, tika nogpemts supernatants. Péc ka sekoja 1 ml Staining
bufera, papildinata ar 0,5 mg/ml D-biotina, pievienosana, lai blok&tu brivo
streptavidinu.

Lodites regulari apmaisot, tas inkubg&ja 15 min uz ledus.

Stobrinu novietoja uz magnéetiska stativa, nonéma supernatantu un divas reizes
mazgaja magnétiskas lodites ar 1ml Staining buferi.

Magneétiskas lodites tika resuspendétas 20 ul Staining bufera uz katru paraugu.

Kad magnétiskas lodites tika sagatavotas, tas uzglabaja ledusskapi +4 °C temperatiira,

l1dz talakai lietoSanai un saka apstradat paraugus, lai iegtitu Skirotas frakcijas.

1.

10.

Tika nosverts un izmantots 100 mg fe¢u materials, kuru parfaseja Fast Prep Lysing
Matrix D stobrina un pievienoja 1 ml ledus aukstu PBS (w/v).

Stobrinu ievietoja FastPrep-24 homogenizatora uz 7 s, izmantojot atrumu 4 m/s, lai
resuspendétu materialu.

Lai atdalitu lielakas dalinas, stobrini tika centrifugéti 15 min, 4 °C temperatiira,
izmantojot atrumu 50 x g (brivas kriSanas paatrinajums).

Supernatants tika atdalits un parnests uz jaunu stobrinu, kur tam pievienoja 1 ml
staining bufera. Dala no 81 parauga tika ievakta un uzglabata pie -80 °C, vélak to
izmantojot ka neskiroto frakciju.

Nepiesaistitais IgA un IgG tika nomazgats, centrifuggjot paraugu 5 min (8000 x g, 4
°C) un nonemot lieko supernatantu.

Noseédusas dalinas tika resuspend€tas 1 ml staining bufera, atkartoti centrifugétas 5
min (8000 x g, 4 °C) un supernatants tika izmests.

Dalinas resuspendgja 100 pl blocking bufera un inkubgja 20 min uz ledus.

Péc inkubacijas tika pievienoti 20 pl iepriek§ sagatavoto magnétisko lodiSu un
paraugus atkartoti inkubgja 30 min tumsa uz ledus.

Stobrini, kuros atradas magnétiskas lodites ar piesaistitam bakterijam, tika novietoti uz
magnétiska stativa un piecas reizes mazgati ar | ml staining bufera.

Atlikusas nosédusas dalinas tika resuspendétas 100 pl PBS un uzglabatas -80 °C, kas

velak kalpoja ka sortétas frakcijas.

2.2.4. Bakterialas DNS izoléSana

Lai izoletu bakterialo DNS, tika izmantota MGISP-960 (MGI Tech Co., Ltd)

automatiz&ta iekarta un MagPure Stool DNA LQ reagentu komplekts (Angen Biotech Co.,

Ltd).
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1. Viss parauga materials (~ 50 pl) tika parnests uz 2 ml Bead tube stobrinu, kur tam tika
pievienots 600 ul ATL buferis, papildinats ar PV-10 pulveri, un 600 pl PCL buferis.
2. Stobrini tika ievietoti FastPrep-24 homogenizatora uz 40 s, izmantojot atrumu 6 m/s,
kas nodroSina lielakas dalas bakteriju Stnapvalku sagrausanu.
3. Lai bakteriju lizéSana biitu veiksmigaka, peéc homogenizeéSanas paraugus uz 20 min
ievietoja termostata 65 °C temperatiira.
4. Baktgriju liz€Sanai sekoja 5 min paraugu centrifug€Sana, izmantojot 13000 x g atrumu.
P&c paraugu sagatavoSanas DNS izoléSanai, tie tika parvietoti uz plati, izmantojot 340
ul paraugu uz bedriti. 3. att€la ir redzams, ka tika sagatavota automatizeta iekarta priek§ DNS
izdaliSanas. Pirmajas se$as pozicijas tika novietoti uzgali un atlikuSajas ir noraditi izmantotie
reagenti un to daudzumi, ko automatiz&ta iekarta izmantoja DNS izoléSanai. Tika izmantota
MGISP-960 programma un SP960-DNAextr-MagPure Stool LQ-vI protokols, vadoties péc
Stool DNA Extraction vi.1.py skripta.

POS1 POSS POS9 PKR  pOS13 POS17 POS21
e L o L i e LG
= Gw1 Paraugs Binding reagents
- 650 pl/bedrité 340 pl/bedrité 640 pl/bedrite
TipGEBAF250A TipGEBAF250A DeepwelPlateDTT350504 DeepwellPlateDTT350504 DeepwellPlateDT7350504
POS2 POS6 POS10 PKR  POST4 POS18 POS22
4 75% EtOH RNaze A
.2 Atkritumi 1,1 mi/bedrité 10 pi/bedrite
TipGERAF250A TipGEBAF250A DeepwellPlateDTT250504 DeepwellPlateDTT350504 DeepwellPlateDT7350504
POS3 POS7 POS11 PKR POS1S POS19 Magn. stativs POS23

b SR G0
Eliicijas buferis
100 pl/bedrité

1|

TipGEBAF2504 Deepwel PlateDT7350504

POS8 POS12 POS16 POS20 Kratitadjs POS524

Gala produkts

1

TipGEBAF2504 ] PCRBicRadHSPO601

3. attéls. MGISP-960 iekartas materialu izvietojums priek§ mikrobialas DNS izol&Sanas.

Figure 3. Arrangement of MGISP-960 materials for microbial DNA isolation.

2.2.5. Paraugu DNS koncentracijas noteikSana

Izdalito paraugu koncentracija tika noteikta izmantojot Qubit® dsDNA HS reagentu
komplektu p&c sekojosa protokola.

1. Tika izveidots reakcijas maisijums, izmantojot 199 pul buferSkiduma un 1 pl

gaismjutigas krasvielas uz katru paraugu, nemot veéra standartSkidumiem

nepiecie$samos reagentus.
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Reakcijas tika pilditas Qubit® Assay stobrinos, izmantojot 198 ul ieprieks sagatavota
reakcijas maistjuma un 2 pl interesgjosa parauga. StandartSkidumu gadijuma tika
izmantoti 190 pl krasas un bufera maisijuma ka ar1 10 pl standartu (S1 vai S2).
Stobrini tiek vortekseti, Skidums nodzits uz leju, péc ka sekoja 2 min inkubacija.

Kad paraugi tika sagatavoti, to koncentracija tika noteikta izmantojot Qubit® 2.0 vai
Qubit® Flex fluorometru.

lerices galvenaja ekrana tika izvelets dsDNA High Sensivity un ar standartS§kidumiem
tika veikta ierices kalibracija.

P&c kalibracijas, paraugi pa vienam tika ievietoti tiem paredz€taja vieta, un tiem tika

veikta koncentracijas noteikSana.

2.2.6. I1zdalitas bakterialas DNS koncentrésana un centrifugéSanas vakuuma

koncentratora

Katra parauga mikrobiala DNS tika izdalita tris alikvotas tadel, lai butu iesp&ams

nodroSinat fragmentéSanai nepiecieSamo koncentraciju, divas alikvotas tika apvienotas un

iekoncentrétas, izmantojot vakuuma koncentratoru - Eppendorf Concentrator Plus.

1.

Paraugi atradas atvertos stobrinos un tika izkartoti lidzsvara. Tika apvienotas un
izmantotas ar1 izdaliSanas negativas kontroles, kuras ar1 turpmak apstradaja tapat ka
paraugus.

Tika izvélets +30 “C rezims un noradits paraugu Skidrais agregatstavoklis, izvéloties
“V-Aq” funkciju.

Paraugi tika koncentréti, 11dz tie sasniedz aptuveni 60 pl tilpumu.

2.2.7. Bakterialas DNS fragmenteSana

Bakteriala DNS tika fragment&ta, izmantojot ultraskanas sonifikacijas metodi un

Covaris sistemu.

1.

Fragment€Sanai tika izmantoti 55 pl parauga vai, nepiecieSamibas gadijuma, tie tika
atSkaiditi Iidz 300 ng koncentracijai 55 pl tilpuma.

Tika ieslégta Covaris dzes€3anas sistéma, kur ir uzstadita +4°C temperatiira.

Udens tvertne tika uzpildita 1idz 12,5 iedalai “Fill” kolonna ar dejonizétu ideni un
ievietota tai paredz€taja vieta, sekojosi tika iesleégts atgaisotajs.

Pedeja tika ieslegta Covaris S220 aparatira un dators, palaizot Sonolabs

programmatiiru un izvéloties “400 base pair fragmentation”.

28



5.

Udens tvertné iepilditais tdens tika dzeséts un atgaisots apméram 30 min, $aja laika
ieprieks atSkaiditie paraugi tika parnesti uz specialiem sonifikatoram paredzetiem
microTUBE AFA Fiber stikla stobriniem.

Kad tudens tika atdzeséts, stobrinus pa vienam ievietoja sonifikatora kapsula un spieda
Run. Paraugu apstrade ar ultraskanu norisinajas 55 s, péc kuram DNS tika saSkelts

vidgji 400 bp garos fragmentos.

2.2.8. Fragmentésanas galaprodukta attiriSana

Lai atbrivotos no neatbilsto$a garuma fragmentiem, tika veikta fragmentétas DNS

galaprodukta attiriSana péc sekojosa protokola.

1.

10.

Magnétiskas lodites tika novietotas istabas temperattira (~20 - 22 °C) vismaz 30 min
pirms to izmantoSanas.

Tikmer notika fragmentéto paraugu atSkaidiSana ar TE buferi Iidz 100 pl tilpumam,
kam tika pievienotas 60 pl, istabas temperattiru sasniegusas, magnétiskas lodites.
Paraugu un lodiSu maisijums tika samaisits un inkubé&ts istabas temperatira 5 min, lai
lodites piesaistitu DNS fragmentus.

Stobrini tika novietoti uz magnétiska stativa aptuveni 2 - 5 min, lidz atlikuSais
Skidrums kluva caurspidigs.

Supernatants tika parnests uz jaunu stobrinu un tam tika pievienotas papildus 20 pl
magnétiskas lodites.

Paraugu un lodiSu maisijums tika samaisits un inkubgts istabas temperatiira 5 min.
Stobrinus novietoja uz magnétiska stativa 2 - 5 min, izmeta supenatantu un mazgaja
magnétiskas lodites divas reizes, izmantojot 200 pl ar tikko atSkaiditu 80% etanolu.
Supernatanu izmeta un magnétiskas lodites tika Zaveta uz magnétiska stativa, lidz tas
zaudg€ja spidumu.

Lodites tika resuspend€tas 32 pl TE bufera, inkub&tas 5 min istabas temperatiira un
atkartoti novietotas uz magnétiska stativa 2 - 5 min.

30 pl attiriti DNS fragmenti, neaizskarot magnétiskas lodites, tika parnesti uz jaunu

stobrinu. P&c ka sekoja atkartota DNS koncentracijas noteikSana.

2.2.9. Fragmentetas DNS galu laboSana

Priek§ DNS galu apstrades (End Repair un 4 - tailing) tika izmantots [idz 50 ng DNS
40 pl tilpuma. NepiecieSamibas gadijuma paraugi tika atSkaiditi un turpmak biblioteku
gatavoSanas procesa tos turéja uz ledus.

Sagatavoja reakcijas maisijumu uz katru paraugu:
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ERAT buferskidums 7,1 ul
ERAT enzimu maistjums 2,9 ul
Kopégjais tilpums: | 50 ul

3. Samaisa parauga un reakcijas maisijumu to tris reizes pa 3 s vorteksgjot, maistjumu

nodzen uz leju un ievieto programmeéjama termostata sekojosos reakcijas apstak]os:

37°C 30 min
65 C 15 min
4°C | Uzglaba

2.2.10. Adapteru ligésana

1. Paraugiem tika pievienots 5 pl MGIEasy DNA adapteri, kuri nepiecieSamibas
gadijuma tika atSkaiditi, baltoties uz fragmentétas DNS koncentraciju.

2. Tika sagatavots un, [eni pipetgjot, pievienots sekojosais reakcijas maisijums:

LigeSanas buferis 23,4 ul
DNS ligaze 1,6 pl
Kopgjais tilpums: 80 ul

3. Reakcijas maisijums ar paraugu tika samaisits, vorteksg€jot stobrinus sesas reizes pa 3 s
katru un nodzenot paraugu uz leju.

4. Paraugi tika ievietoti programméjama termostata 23 “C temperatiira uz 30 min.

5. Reakcijas beigas paraugiem tika pievienots 20 ul TE buferis, lai sasniegtu attiriSanai

nepieciesamo 100 pl tilpumu.

2.2.11. Adapteru ligetas DNS attiriSana

1. DNA Clean Beads magnétiskas lodites tika novietotas istabas temperattra vismaz 30
min pirms to lietoSanas.

2. 50 pl lodisu tika pievienotas 100 pl parauga, samaisits un inkub&ts 5 min istabas
temperatura.

3. P&c inkubacijas, maistjumu novietoja uz magnétiska stativa aptuveni 2 - 5 min, un
izmeta supernatantu.

4. Lodites tika divas reizes skalotas ar 200 pl svaigi pagatavota 80% etanola,
supernatants tika izmests un lodites Zavéja, lidz izzuda to spidums.

5. Loditem pievienoja 21 ul TE buferi, tas inkub&ja 5 min un atkartoti novietoja uz

magnétiska stativa.
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Kad supernatants bija caurspidigs, 19 pl parnesa uz jaunu stobrinu talakai biblioteku

sagatavosanai.

2.2.12. PKR amplifikacija

Tika sagatavots sekojoSais reakcijas maisijums, un pievienots 19 pul DNS maisijuma.

PKR enzimu maisijums 25 ul
PKR praimeru maisijums 6 ul
Kopgjais tilpums: | 50 pl

PKR amplifikacijas maisijums ar pievienoto paraugu tika samaisits, to vorteksgjot tris
reizes, katru 3 s ilgi un nodzits.

Paraugus ievietoja programmeéjama termostata, sekojoSos reakcijas apstak]os:

95 C 3 min - 1 cikls
98 C 20s

60 °C 15s - 13 cikls
72 C 30s

72 C 10 min - 1 cikls
4°C Uzglaba

Amplifikacijas produkts tika attirits tapat ka soli 2.2.10, tacu Soreiz magnétisko lodisu
attieciba bija 1:1 un eluaciju veica 32 pl TE bufera, iegiistot 30 ul gala produkta.

Tika veikta atkartota koncentracijas noteikSana ar Qubit® dsDNA HS reagentu
komplektu.

2.2.13. DNS bibliotékas kvalitates noteik§ana

Lai noteiktu DNS biblioteku kvalitati un to videjo garumu, tika izmantots Agilent
High Sensitivity DNA reagentu komplekts, kuru vismaz 30 min pirms lietoSanas
novietoja istabas temperatiira.

Tika sagatavots g€la un krasas maistjums, pievienojot 15 pl High Sensitivity DNA
krasas koncentratu gé€lam, samaisot un parnesot maisijumu uz filtra kolonnu, péc ka
sekoja centrifugacija 2300 g, 15 mintes.

Tika sagatavota Cipa uzpildes stacija, vadoties p&c razotaja noradijumiem, Cipa
pamatni novietojot C pozicija un S§lirces sviru atstdjot zemakaja pozicija ka ari
parliecinoties, ka §lirces virzulis ir novietots 1 ml atzime.

Uzpildes stacija ievietoja High Sensitivity DNA Cipu, paraleli Agilent Bioanalyzer
2100 iekarta ievietojot mazgasanas Cipu, uzpilditu ar dejoniz&tu tideni.
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Cipa [€ bedrite iepilindja 9 pl géla un krasas maisijumu, aizveéra ¢ipa uzpildes staciju
un piespieda Slirci, 11dz to nofiksgja Slirces svira, paraléli uznemot precizi 60 s, p&c
kuram S$lirce tika atlaista un atgriezas sakuma pozicija.

Atlikusajas G bedrites tika iepilinats pa 9 ul géla un krasas maisijums, bet pargjas 12
iepildija 5 pl standartmarkiera.

Cipa bedrite, kura ir apziméta ar trepem, tikai iepilinats 1 pl High Sensitivity DNA
garuma markieri un 11 numurétajas bedrites pievienoja pa 1 pl parauga.

Cips tika vortekséts 1 min 2400 rpm atruma, paraléli iznemot mazgasanas &ipu un
ievadot nepiecieSamo informaciju par paraugiem bioanalizatora iekarta.

Kapilaras elektroforézes Cips tika ievietots iekarta, tika atvérta 2700 Expert
programma un izvelets sekojoSais analizes protokols: dsDNA High Sensitivity DNA

sadala Assays, pec ka tika uzsakta paraugu kvalitates noteikSana.

2.2.14. Vienpavediena DNS cirkularizacija

Divdesmit paraugi tika sajaukti kopa, balstoties uz to garumiem un koncentracijam ta,
lai visi paraugi kopuma biitu 1pmol un tiem pievienoja TE buferi lidz 48 pl tilpumam.
Stobrinu ar paraugiem ievietoja 3 min 95 ‘C programméjama termostata. Nekavéejoties
péc reakcijas beigam, stobrinu novietoja ledus stativa.

Paral@li tika sagatavots sekojosSais reakcijas maistjums uz katru paraugu maistjumu:

Splint buferskidums 11,6 ul
DNA Rapid ligaze 0,5 ul
Kopgjais tilpums: | 60,1 ul

Maisijums tika vortekséts 3 reizes pa 3 sekundém un nocentréts. Péc tam to ievietoja
37 “C temperatiira uz 30 min.

Sekojosi tika sagatavots nakosais reakcijas maisijums:

Digestion buferskidums 1,4 ul
Digestion enzims 2,6 ul
Kopgjais tilpums: | 64,1 ul

Maistjums tika vorteksets 3 reizes pa 3 sekundém un nocentréts. Péc tam to ievietoja
37 C temperatira uz 30 min. Reakcijas beigas nekavgjoties tika pievienots 7,5 pl

Digestion Stop buferskidums.
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2.2.15. Cirkularizacijas galaprodukta attiriSana un kvantificeSana

- =V

Cirkularizacijas galaprodukta attiriSana notika vadoties péc tadiem paSiem soliem ka
2.2.10. apaksnodala. Tacu 71,6 ul galaprodukta tika pievienoti 170 pl ar DNA Clean Beads
magnétiskajam loditém. Inkubacijas notika 10 min un galaproduktu mazgaja ar 500 pl 80%
etanola. Paraugs tika eluéts 30 pl TE buferskiduma, iegiistot 27 ul galaprodukta.

Koncentracija tika noteikta vadoties péc 2.2.4. apakSnodala noteiktiem soliem, tacu
tadel, ka galapordukts ir vienpavediena DNS, koncentracijas mériSanai tika izmantots ssDNA

High Sensivity reagentu komplekts.

2.2.16. SekvencésSana

Sekvencesana tika veikta izmantojot MGI DNBSEQ-G400RS iekartu un soli ka
paraugi tika sagatavoti sekvencéSanai ir sekojosi:
1. Tika aprékinats nepiecieSamai vienpavediena DNS daudzums sekmigai sekvencésanai

un paraugi tika sekojosi sagatavoti:

ssDNA bibliotekas Vol
Low TE buferskidums 20-Vul
Make DNB buferskidums 20 ul
Kopgjais tilpums: 40 ul

2. Paraugi tika 1si vortekséti, nocentréti un ievietoti programmeéjama termostata 1 min 95
°C; 1 min 65 “C un 1min 40 °C temperatiira, péc tam laujot paraugam atdzist Iidz 4 “C.

3. Paraugiem tika pievienoti sekojoSie reagenti:

Make DNB enzimu maisijums (I) 40 ul
Make DNB enzimu maistjums (II) 4 ul
Kopgjais tilpums: 88 ul

4. Paraugi tika 1si vortekseti, centrifugéti un ievietoti programméjama termostata 30 °C
uz 30 min, ieprieks atdzesgjot termostata vaku Iidz 35 C.

5. Lidz ko paraugi sasniedz 4 °C temperatiiru, tika pievienots 20 pl Stop DNB Reaction
Buffer. Paraugi tika loti Ieéni sapipet€ti ar specialiem platiem uzgaliem, lai nesapléstu
izveidotas DNB (DNS nanobumbinas).

6. Tika noteikta DNB koncentracija, izmantojot Qubit ssDNA High Sensivity reagentu
komplektu.

7. legiitajam DNB tika pievienots sekojoss reakcijas maisijums
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10.

I1.

12.

13.

DNB Load Buffer (II) 16 ul
Make DNB Enzyme Mix (11) 0,5 ul
DNB 50 ul
Kopgjais tilpums: 66,5 ul

Maistjums tika loti 1éni sapipetéts ar platiem uzgaliem un novietos seciba ka tas
atradisies uz plismas Stnas. DNB ar visaugstako koncentraciju 1. pozicija, otru
augstako 4. pozicija, atlikuSos novietojot pa vidu.

P&c tam sekoja PE150 pliismas Stnas (flow cell) sagatavoSana: ta tika sasildita istabas
temperatira vismaz 60 min. Notirita un ievietota MGIDL-200RS DNB uzneSanas
iekarta.

Plismas Stna tika novietota tai paredz€taja vieta, parliecinoties, ka tiek sasniegts
vismaz - 80 lidz - 99 kPa negativs spiediens un tika sakta ieglito DNB uzneSana uz
plusmas $tinas un tai sekojoSa 30 min inkubacija.

Inkubacijas laika ieprieks atkaus€ts augstas caurlaidibas PE150 sekvencéSanas
kartridzs tika papildinats ar 2,4 ml dNTPs Mix un 2,4 ml sekvencéSanas enzimu
maistijumu 1. bedrite. 2,1 ml dNTPs Mix Il un 2,1 ml sekvencéSanas enzimu maisijums
tika pievienoti 2. kartridza bedrite.

Kartidza esoSie reagenti tika samaisiti, paraléli 500 pul MDA Enzyme Mix tika
pievienots MDA Reagent un viss maisjjums tika ievietots kartridza 15. bedrite.

Kad sekvenc€sanas kartridzs tika sagatavots, to ievietoja DNBSEQ-G400RS
sekvencéSanas iekarta, pec tam ievietoja plusmas S$iinu, parliecinoties ka arl
sekvenceésanas iekarta ir sasniegts pietickams negativais spiediens. Tika savadita visa
nepiecieSama informacija par paraugiem un uzsakta sekvenc€Sana, gala rezultata

iegiistot vismaz 20 miljonus nolasijumu uz katru paraugu.

2.2.17. Datu analize un statistika

No iegiitajam sekvencém tika nogriezti adapteri un tika veikta nolasijumu apgrieSana,

izmantojot fastp 0.20.0. Nolastjumi kas bija 1saki par 100 bp, tika nopemti. Lai atbrivotos no
saimniekorganisma DNS piejaukuma, iegiitic nolasijumi tika pielidzinati ar bowtie2 (versija
2.3.5.1) pret GRCh38 (ensembl release 108) references genomu. Taksonomisko sadalijumu
ieguva izmantojot Kraken2 (v2.1.2)/Bracken (v2.7) ar uzticamibas filtru 0,1. Lai izvairitos no
potencialiem kontaminantiem, no Bracken sugas limena rezultatiem tika atfiltréti nolasijumi,
kuru ipatsvars parauga bija zem 0,01% vai attiecigd suga bija sastopama mazak ka 10%

paraugu. Datu pirmapstradi veica kvalificéts bioinformatikas specialists.
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Talak dati tika apstradati izmantojot programmatiiru Microsoft Excel, iegiistot pareizi
noformatetus CSV un EXCL failus, lai tos var€tu izmantot programma R un tieSaistes rika
Galaxy. TieSsaistes riks tika izmantots LEfSE (linear discriminant analysis (LDA) of effect
size) analizes veikSanai, izmantojot LDA novertejuma slieksni 2. Iegiitie rezultati tika
vizualizéti Galaxy platforma. Programmas R 4.2.0 un R Studio (2021.09.0) tika izmantotas lai

grafiski atainotu taksonomisko sadaltjumu pa grupam un attélotu alfa un beta daudzveidibas.
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3. REZULTATI

Magistra darba ietvaros tika ievakti kliniskie dati un féfu paraugi par 40
jaundiagnosticétiem, terapiju neuzsakusiem, 2. tipa cukura diab&ta pacientiem un 10 veseliem
individiem. No pacientiem paraugi tika ievakti tris laika posmos: MO - pirms terapijas
uzsakSanas; M7d - septinas dienas p&c metformina terapijas sakSanas un M3m - trs ménesus
pec terapijas sakuma. No veselajiem individiem paraugi tika ievakti divos laika posmos: MO -
pirms terapijas sakuma un M7d - septinas dienas péc metformina terapijas uzsakSanas. Katrs
no ievaktajiem paraugiem tika sadalits tris frakcijas: (1) neskirots paraugs, kas buitiba ataino
klasisku fe¢u metagenomu; (2) IgA frakcija, kur ar magnétisko lodisu palidzibu ir atSkirotas
baktgrijas, kuras bija saistijusas ar sIgA, un (3) IgG frakcija, kur tika atSkirotas ar IgG saistitas
bakterijas. Sadi kopsumma tika apstradati un sekvencéti 420 paraugi, tatu tris no tiem tika
izslégti no talakas analizes nepietickama nolastjumu skaita dél. Informacija par petijuma

iesaistitajiem individiem ir pieejama 4. tabula.

4. tabula.
P&tfjuma iesaistito dalibnieku raksturojums
Table 4.
Characteristics of the participants involved in the study
Raksturojums 2TD pacienti (N=40) Veselas kontroles (N=10)
Characteristic T2D patients (N=40) Healthy controls (N=10)
Vrrietis/Sieviete, n (%) 19(47,5%) / 21(52,5%) 4(40%) / 6(60%)
Male/Female, n (%)
Vecums (gados), mediana + 57,5+ 15,25 24 +£5,75
IQR
Age (years), median + IQR
KMI, mediana + IQR 33,7+ 3,83 24,12 +£ 2,53
BMI, median = IQR
Pamata HbA1c (%), mediana + 82+33 -
IQR
Baseline HbAlc (%),
median + IQR
Metformina deva (mg/diena), 2000+£500 1700+ 0
mediana + IQR
Metformin dose (mg/day),
median + IQR

KMI - kermena masas indekss; IQR - starpkvartilu diapozons; HbAlc - glikétais
hemoglobins.
BMI - body mass index; IQR - interquartile range; HbAlc - glycated haemoglobin.
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Ievaktajiem fécu paraugiem tika noteikts sIgA Itmenis, izmantojot ELISA Secretory
IgA reagentu komplektu. sIgA koncentraciju mérijumi tika veikti 26 2TD pacientiem un 25
veselam kontrolém metformina lietoSanas laika, kopsumma sIgA Ilimeni nosakot 128
paraugos - rezultati ir apkopoti 4. atteéla. Redzams, ka 2TD grupa tika novérotas vairakas
ekstrémas vertibas, turklat metformina terapijas rezultata, vidga sIgA koncentracija

paaugstinas, tom&r nesasniedzot statistiskas nozimibas [imeni.

200000 - .

150000 -

100000 -

sIgA koncentracija, pg/ml

50000 -

o T T T I

Veselie_MO Veselie_M7d 2TD_MO 2TD_M7d 2TD_M3m
Paraugs

4. attels. Fekala sIgA limenis (ng/ml) metformina terapijas laika 2TD pacientiem un veselam
kontrolém. Paraugi: MO - pirms metformina terapijas, M7d - vienu ned€lu p&c metformina
terapijas, M3m - tris ménesus p&c metformina terapijas.

Figure 4. Faecal sIgA levels (ug/ml) during metformin administration in T2D patients and
healthy controls. Samples: MO - before metformin therapy, M7d - after one-week metformin
therapy, M3m - after three months of metformin therapy.

No iegitajiem datiem tika izslégtas iespgjamas kontaminacijas cela radusas sugas,
atfiltr&jot tas, kuru ipatsvars parauga bija zem 0,01% vai attieciga suga bija sastopama mazak
ka 10% paraugu. Sie dati tika izmantoti, lai vispar&ji raksturotu analizétos paraugus, tika
noteikta to dazadiba, aprékinot alfa jeb Sanona daudzveidibu. Iegiitas Senona indeksa vértibas

un to izmainas ir redzamas 5. attéla.
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5. attels. Paraugu alfa (iek$€jas) daudzveidibas izmainas metformina lietoSanas laika. Ar
violin-grafiku (violine plof) ir attélots Senona indekss, to kombingjot ar kastveida un
nogrieznu procentilu grafiku (boxplot) un Karnela blivuma grafiku.

Figure 5. Changes in alpha diversity of samples during metformin use. Shannon's index is
represented by a violin plot combining a boxplot and a Kernel density plot.

Lai noteiktu kuras bakteriju sugas tika biitiski izmainitas metformina lietoSanas laika,
sakotngji tika salidzinati paraugi longitudinali, katrs savas frakcijas ietvaros: neskirotas
bakterijas (Presort), baktérijas apklatas ar sIgA (IgA+) un baktérijas apklatas ar IgG (IgG+).
Metformina lietoSanas ietekme veselos individos tika salidzinata pirms un ned€lu péc
metformina terapijas sakuma, lietojot to divas reizes diena pa 850 mg. Veselos individos tika
noverots Agathobaculum butyriciproducens pieaugums metformina lietoSanas laika un

Rombutsia timonensis samazinasanas, neskirotas baktérijas, ka redzams 6. attéla.
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6. attéls. Linearas diskriminantu analizes (LDA) efekta lieluma LEfSE salidzinajuma grafiks,
kas att€lo sugu relativas sastopamibas biitiskas izmainas veselos individos. Tiek salidzinatas
neskirotas zarnu mikrobioma baktérijas (Pre) pirms metformina lietoSanas (M0) un septinas
dienas péc (M7d).

Figure 6. Linear discriminant analysis (LDA) effect size LEfSE comparison plot represents
significant changes in species' relative abundance in healthy individuals. Presorted gut
microbiome bacteria (Pre) before (M0) and seven days after (M7d) metformin treatment are
compared.

Salidzinot IgA+ frakcijas izmainas metformina lietoSanas laika veselos individos, tika
noverots piecu sugu relativas sastopamibas pieaugums. Escherichia fergusonii suga uzradija
vislielako pieaugumu septinas dienas péc metformina lietoSanas. Savukart butisks
samazinajums tika noverots sesas sugas. Vislielako samazinajumu novéroja suga Anaerostipes

hadrus ka redzam 7. attéla.
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7. attéls. Linearas diskriminantu analizes (LDA) efekta lieluma LEfSE salidzinajuma grafiks,
kas attelo sugu relativas sastopamibas biitiskas izmainas veselos individos. Tiek salidzinatas
ar slgA parklatas zarnu mikrobioma bakterijas (IgA) pirms metformina lietoSanas (M0O) un

septinas dienas pec (M7d).
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Figure 7. Linear discriminant analysis (LDA) effect size LEfSE comparison plot represents
significant changes in species' relative abundance in healthy individuals. sIgA-coated gut
microbiome bacteria (IgA) before metformin administration (M0) and seven days after (M7d)
are compared.

Savukart salidzinot izmainas IgG+ frakcija veselos individos (8. attéls), tika novérots
vienas bakt€riju sugas butisks pieaugums - Lachnospira sp900316325, un divu sugu butisks

samazinajums metformina ietekme: UBA 1191 sp900549125, Rombutsia timonensis.

B MO-lgG B M7d-1gG
! !

! ! ! ! !

— RombOUtSia—timonQHSis

\ ! i ! | i |
-3 =2 -1 0 1 2 3
LDA SCORE (log 10)

8. attels. Linearas diskriminantu analizes (LDA) efekta lieluma LEfSE salidzinajuma grafiks,
kas attelo sugu relativas sastopamibas biitiskas izmainas veselos individos. Tiek salidzinatas
ar IgG parklatas zarnu mikrobioma baktérijas (IgG) pirms metformina lietoSanas (M0) un
septinas dienas pec (M7d).

Figure 8. Linear discriminant analysis (LDA) effect size LEfSE comparison plot represents
significant changes in species' relative abundance in healthy individuals. IgG-coated gut
microbiome bacteria (IgG) before metformin administration (M0) and seven days after (M7d)
are compared.

Pec tam tika salidzinata metformina lietoSanas ietekme uz zarnu mikrobioma
baktérijam 2TD pacientos. Salidzinajumi tika veikti longitudinali, salidzinot trTs laika posmus,
katru sava frakcija. Sakotn&jais salidzinajums tika veikts neskirotas bakterijas, pirms
metformina lietoSanas, ned€lu un tris meénesSus péc terapijas uzsakSanas 2TD pacientos. Ka
redzams 9. att€la, starp neskirotam bakterijam tika novérots biitisks 3 sugu pieaugums:

Escherichia fergusonii, Escherichia sp000208585 un Escherichia albertii.

Escherichia_fergusonii

Escherichia_albertii

i ‘
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9. attéls. Linearas diskriminantu analizes (LDA) efekta lieluma LEfSE salidzinajuma grafiks,
kas att€lo sugu relativas sastopamibas butiskas izmainas 2TD pacientos. Tiek salidzinatas
neSkirotas zarnu mikrobioma bakterijas (Pre) pirms metformina lietoSanas (MO), septinas
dienas (M7d) un tris m&nesus (M3m) p&c terapijas uzsaksanas.

Figure 9. Linear discriminant analysis (LDA) effect size LEfSE comparison plot represents
significant changes in species' relative abundance in patients with type 2 diabetes mellitus.
Presorted gut microbiome bacteria (Pre) before metformin administration (MO0), seven days
(M7d) and three months (M3m) after initiation of therapy are compared.

Lai noskaidrotu ar sIgA parklato bakteriju izmainas metformina lietoSanas laika 2TD
pacientos, iegttie rezultati par tris laika posmiem tika salidzinati visi pret visiem (all against
all). legutie rezultati, kas redzami 10. attéla, liecina, ka pirms metformina terapijas
uzsaksanas, biitiski vairak ar sIgA tika parklatas piecu sugu bakterijas, pieméram, Citrobacter
portucalensis, neka abos pargjos laika posmos. Intestinibacter bartlettii butiski vairak tika
noverota septinas dienas pec terapijas uzsakSanas neka pirms vai tris m&nesus péc terapijas
sakuma. Bet vislielakas izmainas tika noverotas tris méneSus péc terapijas sakuma, ar sIgA
butiski vairak tika parklatas 10 sugu baktérijas, starp tam esot Escherichia fergusonii un

Escherichia marmotae.
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10. attels. Linearas diskriminantu analizes (LDA) efekta lieluma LEfSE salidzinajuma grafiks,
kas att€lo sugu relativas sastopamibas bitiskas izmainas 2. tipa cukura diab€ta pacientos. Tiek
salidzinatas ar sIgA parklatas zarnu mikrobioma bakterijas (IgA) pirms metformina lietoSanas

(MO), septinas dienas (M7d) un tris ménesus (M3m) p&c terapijas uzsaksanas.
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Figure 10. Linear discriminant analysis (LDA) effect size LEfSE comparison plot represents
significant changes in species' relative abundance in patients with type 2 diabetes mellitus.
slgA-coated gut microbiome bacteria (IgA) before metformin administration (MO0), seven
days (M7d) and three months (M3m) after initiation of therapy are compared.

Apskatot ar IgG parklato bakteriju Tpatsvara izmainas metformina lietoSanas laika
2TD pacientos, pirms metformina terapijas tika noverotas tris butiski vairak ar IgG parklatas
bakteriju sugas, pieméram, Romboutsia timonensis. Intestinibacter bartlettii butiski vairak
tika nov€rota septinas dienas péc terapijas uzsakSanas neka pirms vai tris méneSus péc
terapijas sakuma. Tacu lietojot metforminu tris méneSus, IgG frakcija butiski vairak tika
parstavétas astonas baktériju sugas, piecam no tam esot Escherichia. Sos rezultatus iespgjams

apskatit 11. attela.
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11. attels. Linearas diskriminantu analizes (LDA) efekta lieluma LEfSE salidzinajuma grafiks,
kas att€lo sugu relativas sastopamibas biitiskas izmainas 2. tipa cukura diabéta pacientos. Tiek
salidzinatas ar IgG parklatas zarnu mikrobioma baktérijas (IgG) pirms metformina lietoSanas
(MO), septinas dienas (M7d) un tris ménesus (M3m) p&c terapijas uzsaksanas.

Figure 11. Linear discriminant analysis (LDA) effect size LEfSE comparison plot represents
significant changes in species' relative abundance in patients with type 2 diabetes mellitus.
IgG-coated gut microbiome bacteria (IgG) before metformin administration (MO0), seven days
(M7d) and three months (M3m) after initiation of therapy are compared.

Veicot salidzinajumu starp frakcijam 2TD pacientu grupa, dazados laika posmos tika
noverotas vairakas butiski izmainitas bakteriju sugas. Salidzinot sIgA+ un neskiroto baktgriju
frakcijas, tika noteiktas 33 bitiskas izmainas, IgG+ un neSkiroto baktériju salidzinajuma
noteica 36 nozimigas izmainas. Tacu piektaja tabula ir noraditi taksoni ar visbiitiskakajam

izmainas- piecas butiski vairak un piecas biitiski mazak parstavétas bakteriju sugas, salidzinot
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neskiroto un Skiroto frakciju, pirms metformina lietoSanas. Starp sIgA un IgG frakcijam,
netika nove€rota neviena biitiski izmainita suga. Viss taksonu saraksts ir pieejams 1. pielikuma.
5. tabula.
Top 5 biitiski izmainitie bakteriju taksoni starp paraugu frakcijam 2TD kohorta pirms
metformina terapijas
Table 5.
Top 5 significantly altered bacterial taxa among sample fractions in the T2D cohort before

metformin therapy

Laika posms sIgA+ vs neskirots IgG+ vs neskirots sIgA+ vs
Time point slgA+ vs Presort IgG+ vs Presort IgG+
MO Bacteroides thetaiotaomicron | Bacteroides thetaiotaomicron -
) )
Alistipes putredinis (1) Alistipes putredinis (1)
Bacteroides xylanisolvens (1) | Bacteroides xylanisolvens (1)
Bacteroides caccae (1) Bacteroides caccae (1)
Bacteroides ovatus (1) Bacteroides ovatus (1)
Blautia A faecis () Blautia A faecis ()
Anaerobutyricum hallii (|) Anaerobutyricum hallii (|)
Ralstonia pickettii () Ralstonia pickettii (])
Bradyrhizobium Bradyrhizobium
sp000015165 (|) sp000015165 (|)
Caulobacter sp903900155 (|) | Caulobacter sp903900155 (|)

MO - pirms metformina terapijas uzsaksanas / MO - before metformin therapy.

P&c tam tika veikts salidzinajums starp frakcijam 2TD pacientu kohorta, bet nedelu
p&€c metformina terapijas uzsaksanas. Salidzinot neskiroto frakciju ar sIgA parklato frakceiju,
tika noverots 61 bitiski izmainits taksons. Salidzinot ar IgG frakciju, novéroja 70 bitiski
atSkirigi parstavétas sugas frakciju sastavos. Starp sIgA un IgG frakcijam, netika novérots
neviens biutiski izmainits taksons. Piecas visvairak izmainitas sugas, septinas dienas péc
metformina terapijas uzsakSanas 2TD pacientu grupa, ir uzskaititas 6. tabula. Pilns bakt&riju

taksonu saraksts ir apskatams 2. pielikuma.
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6. tabula.

Top 5 bitiski izmainitie baktériju taksoni starp paraugu frakcijam 2TD kohorta

septinas dienas péc metformina terapijas uzsakSanas

Table 6.

Top 5 significantly altered bacterial taxa among sample fractions in the T2D cohort seven

days after metformin therapy

Bacteroides uniformis (1)
Faecalibacterium prausnitzii

G

Bacteroides thetaiotaomicron
Q)

Alistipes putredinis (1)
Ralstonia pickettii (|)
Anaerostipes hadrus (|)
Blautia A faecis ()
Anaerobutyricum hallii (|)
Ruminococcus C
sp000980705 (|)

Laika posms sIgA+ vs neSkirots IgG+ vs neSkirots sIgA+ vs
Time point slgA+ vs Presort IgG+ vs Presort IgG+
M7d Phocaeicola dorei (1) Phocaeicola dorei (1) -

Bacteroides uniformis (1)
Faecalibacterium prausnitzii

G

Bacteroides thetaiotaomicron
Q)

Bacteroides xylanisolvens (1)
Ralstonia pickettii(])
Anaerostipes hadrus(])
Blautia A faecis(|)
Anaerobutyricum hallii(|)
UBA11524 sp000437595(})

M7d - vienu ned€lu péc metformina terapijas uzsakSanas / M7d- after one-week metformin

therapy.

Tika veikts salidzinajums 2TD pacientu kohorta ari tris méneSus péc metformina

terapijas uzsakSanas. Salidzinot neskiroto frakciju ar sIgA parklato frakciju, tika novérots 41

btiski izmainits taksons. Salidzinot ar IgG frakciju, novéroja 40 butiski atskirigi parstavetas

sugas frakciju sastavos. Starp sIgA un IgG parklatajam frakcijam netika novérota butiska

atSkiriba. Piecas visvairak izmainitas sugas ir redzamas 7. tabula, tacu viss taksonu saraksts ir

apskatams 3. pielikuma.
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7. tabula.

Top 5 butiski izmainitie bakteriju taksoni starp paraugu frakcijam 2TD kohorta trs

meénesSus péc metformina terapijas uzsaksanas

Table 7.

Top 5 significantly altered bacterial taxa among sample fractions in the T2D cohort three

months after metformin therapy

Alistipes onderdonkii(1)
Parabacteroides distasonis(1)
Bacteroides ovatus(1)
Bacteroides xylanisolvens(?)
Ralstonia pickettii(])

Blautia A faecis(})
Bradyrhizobium
sp000015165(])

Caulobacter sp903900155(])
Anaerobutyricum hallii(|)

Dorea formicigenerans(?)
Parabacteroides distasonis(1)
Bacteroides ovatus(1)
Bacteroides xylanisolvens(1)
Ralstonia pickettii(|)

Blautia A faecis(])
Anaerobutyricum hatlii(|)
Caulobacter sp903900155(])
Bradyrhizobium
sp000015165(])

Laika posms sIgA+ vs neskirots IgG+ vs neskirots sIgA+ vs
Time point slgA+ vs Presort IgG+ vs Presort IgG+
M3m Phocaeicola dorei(1) Phocaeicola dorei(1) -

M3m - tris méneSus p&c metformina terapijas uzsakSanas / M3m - after three months of

metformin therapy.
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4. DISKUSIJA

Otra tipa cukura diab&ta incidence joprojam turpina pieaugt, radot nozimigu slogu
pasaules ekonomikai un dazas valstis sasniedzot pat epidémijas meérogu. Turklat, novecojosas
sabiedribas un dzivesveida mainas del, tiek paredzets ari turpmaks 2TD gadijjuma skaita
picaugums (Tomic et al. 2022; Olokoba et al. 2012). Visplasak pielietota antidiab&tiska
terapija 2TD arsteéSana ir perorala metformina lietoSana (Wang et al. 2017). Tomér neskatoties
uz ta seno vésturi un plasiem pétijumiem, ta darbibas mehanismi joprojam nav pilniba
noskaidroti (Prattichizzo et al. 2018). Turklat pat 20 - 30% gadijumu tiek novérotas dazadas
blaknes, kas saistitas ar kunga un zarnu traktu (Diabetes Prevention Program Research Group
2012). Neseni pétijumi ir paradijusi, ka metformina lietoSana ir saistita ar sIgA Iimena
izmainam cilvéka zarnu trakta un pel@s ir tikusi novérota IgA producgjoSo imiinsiinu skaita
picaugums metformina terapija ietekme (Ustinova et al. 2019; Luck et al. 2019). Tadgjadi
noradot uz jaunu, iesp&jamu darbibas mehanismu nov&rotajam mikrobioma izmainam un
mikrobioma moduléto terapijas efektivitati.

Magistra darba ietvaros tika iesaistiti 40 jaundiagnosticéti 2TD pacienti un 10 veseli
individi, kuri uzsaka metformina terapiju. Izv€loties individus pétijumam, tika npemts véra
dzimuma sadaltfjums, ka redzams 4. tabula, grupas tas ir lidzvertigi sadalits. 2TD pacientu
1zvele, tika nemts véra arm1 HbAlc slieksnis - tika izv€leti pacienti, kuru glikéta hemoglobina
Iimenis bija >7 mmol/l. Tomé&r visa paréja fenotipiskd informacija par pacientiem starp
grupam bitiski atSkiras. KMI un glikéta hemoglobina gadijuma, atSkiribas starp grupam ir
skaidrojamas ar slimibas faktu, jo 2TD gadijuma glik&ta hemoglobina Iimenis ir paaugstinats
un pacientiem bieZzi tiek noverots liekais svars (Westman 2021; Leitner et al. 2017). Tomer
janem véra iesaistito individu vecuma atskiriba, 2TD pacientu medianais vecums bija 57,5 un
veselo individu - 24. ST atkiriba skaidrojama ar to, ka ar 2TD biezak saslimst parsniedzot 45
gadu vecumu, tom&r mums pieejamie paraugi veselo individu kohorta bija no jaunakiem
individiem (Centers for Disease Control and Prevention 2022). Tas ir skaidrojams ar to, ka
sasniedzot lielaku vecumu, visparigi klust relativi mazak veseli individi.

Ievaktajos fécu paraugos sakotngji tika noteikta sIgA koncentracija, izmantojot
ELISA, Sie rezultati ir att€loti 4. att€la. Rezultatos ir verojama sIgA paaugstinasanas tendence
abas pétijuma grupas (2TD un veselie), metformina terapijas ietekmé, tomer Sie rezultati
nesasniedza statistiska biitiskuma ltmeni. Jamin tas, ka 2TD pacientu grupa visparigi sIgA
Iimenis tika novérots augstaks neka veselo kohorta, tomér neuzradija statistiski biitiskas
atSkiribas. Tacu janem vera salidzino$i nelielais individu skaits ka arT salidzinoSi garais
novéroSanas periods 2TD grupa, kura var€ja rasties citi, nekontrol&ti faktori ar ietekmi uz

sIgA Iimeni. Japiemin arT tas, ka starp 2TD pacientiem tika noveérota lielaka rezultatu variacija
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ar vairakam ekstrémam vertibam. Jamin tas, ka cita pétijuma autori tomer ir noverojusi butiski
zemaku sIgA Itmeni 2TD grupa, pie tam secinot, ka metformins sp& noverst, augsta tauku
satura di€tas ierosinatu, sIgA samazinajumu (Luck et al. 2019).

Uzsakot bakteriju skiroSanu pa frakcijam, tika izlemts apskatit un salidzinat ar1 IgG
parklato baktériju izmainas 2TD pacientos, metformina lietodanas ietekmé. Sads lemums tika
pienemts, balstoties uz citu pétijumu rezultatiem, kas pierada glotadas IgG saistibu ar
iekaisuma procesiem zarnas, pieméram, ieprieks ir ticis aprakstits tas, ka tiek izmainita IgG
saistiSanas pie zarnu trakta baktérijam iekaisigo zarnu slimibas (IBD) pacientiem. Saja
pétijuma tika paradits tas, ka IBD pacientos IgG bitiski vairak saista Streptococcus,
Lactobacillus un Lactococcus gints baktérijas (Bourgonje et al. 2022). Cita pétijuma, IBD
pacientu kohorta, tika noverots bitiski lielaks sIgA un IgG parklato baktériju skaits, kas
vienlaicigi korel€ja ar slimibas aktivitati (Lin et al. 2018). Cik Sobrid zinams, $adi p&tijumi
2TD pacientos nav veikti un, zinot to, ka pacientiem lietojot metforminu bieZi tiek noveérotas
kunga un zarnu trakta komplikacijas, tas ieinteres€ja magistra darba apskatit art IgG bakteriju
parklasanos metformina ietekmé.

Lai visparigi raksturotu paraugus, tika noveértéta to dazadiba, izmantojot alfa
daudzveidibu. Alfa daudzveidiba raksturo paraugu ieks€jo daudzveidibu, jeb cik dazads ir
taksonomiskais sastavs parauga. Apskatot 5. att€la violin-grafiku, ir redzams, ka visas
Skirotajas frakcijas paraugu ieks€ja daudzveidiba ir zemaka neka vel neskirotos paraugos.
Turklat tas ir novérojams gan pirms, gan péc metformina lietoanas. Sads rezultats bitu
skaidrojams ar to, ka iminglobulini vienlidzigi nesaista pilnigi visas bakterijas jeb
mijiedarbojas tikai ar dalu no kopgjas mikrobiotas, tade] neskirotas frakcijas ir novérojams
lielaks taksonomiskais sastavs (Bunker & Bendelac 2018).

legiitie rezultati tika atteloti ar LEfSE grafikiem, tad€jadi veidojot salidzinajumus gan
longitudinali metformina lietoSanas laika, gan starp frakcijam. Sakotn&ji tika apskatita
kontroles grupa metformina terapijas ietekmé un tika noverots vienas sugas bitisks
pieaugums un vienas kritums neskirotajas frakcijas. Ka redzams 6. att€la, metformina ietekmé
butiski vairak tika nov€rota Agathobaculum butyriciproducens sugas bakterija, bet biitiski
mazak Rombutsia timonensis. lepriekS Agathobaculum butyriciproducens ir tikusi aprakstita
saistiba ar neiroprotektivam ipaSibam, tomer lidz §im saistiba ar metforminu nav novérota
(Lee et al. 2022). Ieprieks ir ticis aprakstits, ka Rombutsia timonensis sugas bakterijas butiski
samazinas diab&ta pacientos, tad€| interesanti ir to noverot veselo individu starpa (Kwan et al.
2022). Tas liecina par to, ka S$is sugas bakterijas dal€ji varétu ietekmét ari metformina

lietoSana, ne tikai slimibas stavoklis.
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Salidzinajums ka metformina lietoSana ietekmé sIgA bakteriju parklasanos veselos
individos, ir nov@rojams 7. attéla. P&c nedelu ilgas metformina lietoSanas, zarnu mikrobioma
ir noverojams piecu sugu bitisks pieaugums un seSu sugu biitisks samazinajums ar sIgA
parklataja frakcija. Rezultatos ir redzams, ka Cetras no piecam sugam ir dazadas Escherichia
gints bakterijas, pieméram, Escherichia fergusonii un Escherichia albertii. Abas §is baktgrijas
var uzskatit par potencialiem cilvéku patog€niem, pieméram, E. fergusonii ieprieks ir tikusi
aprakstita ka rets, oportiinistisks patogéns, jo ta ir tikusi izdalita rétu un urincelu iekaisumu,
caurejas, bakterémijas u.c. gadijumos, tomer iepriekS par to bija zinams saistiba ar vides
paraugiem (Zang et al. 2023). E. albertii ir aprakstita ka jauns cilvéku un vairaku putnu sugu
enteropatogéns, kas izraisa gastroenteritu uzliesmojumus, turklat dazi celmi producé Siga
toksinu. Un par spiti tam, ka §1 suga ir vairak aprakstita, ar1 E. albertii kliniska nozime Sobrid
nav lidz galam skaidra (Gomes et al. 2020). Vieniga Bacteroides gints baktgrija, kura batiski
vairak tika noveérota sIgA frakcija veselos individos, metformina lietoSanas laika, ir
Bacteroides caccae. Turklat ieprieks ir ticis aprakstits biitisks B. caccae pieaugums
metformina lietoSanas laika, no pelem iegutos feécu paraugos (Silamikele et al. 2021). Tas
varétu liecinat, ka $1s taksonomiskas izmainas ir veicinajis metformins, nevis palielinata sIgA
saistiSanas. Tomeér neskiroto frakciju salidzinajuma netika noverotas §Is sugas izmainas,
apstiprinot, ka tas patsvars metformina lietoSanas laika nav biitiski pieaudzis, tomér ta ir
butiski vairak apklata ar sIgA. Vislielako samazinajumu sIgA+ frakcija uzradija Anaerostipes
hadrus, citos pétijumos ir atrodami secinajumi, ka §is sugas bakt€rija ir negativi asociéta ar
2TD pacientiem, kuri lieto metforminu, salidzinot terapiju uzsakuSus un neuzsakusus
pacientus (Balvers et al. 2021). Citas mazak parstavétas bakterijas bija, piemeéram, Collinsella
sp900553705 un Clostridium sp001916075. Informacija par Siem taksoniem nebija pieejama,
tomér visparigi iepriek$ ir tikusi aprakstita Clostridium gints Ipatsvara samazinajums péc
metformina lietoSanas (Lee et al. 2021). Savukart paaugstinats Collinsella gints baktgrijas
Ipatsvars ir asoci€ts ar 2TD un veselos individos ir nov@rota saistiba ar paaugstinatu vispargjo
un zema blivuma holesterina Iimeni (Frost et al. 2019).

Informacija par izmainam IgG+ frakcija, metformina lietoSanas laika veselos
individos, ir pieejama 8. att€la. P&c nedelu ilgas terapijas, butisks Tpatsvara pieaugums tik
novérots tikai vienai bakterijai - Lachnospira sp900316325. Sis gints baktérijas tiek
raksturotas ka labveligas cilvéka organismam, tomér to Tpatsvara pieaugums ir ticis asociéts ar
metaboliskam saslim$anam (Palmas et al. 2021). Samazinajums tiks noveérots: UBA119]
sp900549125 un Romboutsia timonensis taksonos. Informacija par UBA1191 sp900549125
pagaidam vél nav atrodama, tacu tapat ka neskirotajos paraugos, metformina ietekmée ar1 IgG+

frakcija tika noverota Romboutsia timonensis Ipatsvara samazinaSanas. Tas vel vairak uzsver
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iespgju, ka 2TD pacientos, §1 bakterija iepriek§ ir tikusi noverota mazaka ipatsvara,
metformina ietekmes d€] (Kwan et al. 2022).

Talak tika apskatitas metformina ierosinatas izmainas 2TD pacientu starpa. Sakotngji
tika salidzinats ka izmainas taksonu Ipatsvars neskirotas baktérijas, lai biitu iesp&jams secinat,
kadas izmainas ierosina tikai metformins, bez iminglobulinu iesaistes. Un ka redzams 9.
attela, metformina ietekmé tika novérota tris Escherichia gints baktériju pieaugums. So pasu
taksonu pieaugums tika noveérots sigA+ frakcija veselajos individos, turklat to pieaugums bija
visnozimigakais attiecigaja salidzinajuma (7. att€ls). Tomér Sis nav parsteidzoSs rezultats, jo
literatiira pieejama informacija liecina, ka ar1 oportlnistiska patogéna Escherichia spp.
Ipatsvara pieaugums metformina lietoSanas ietekmé€ ir noverots vairakos pétijumos (Forslund
etal. 2015; Wu et al. 2017).

legiitie rezultati par sIgA+ frakcijas izmainitajiem taksoniem 2TD pacientos, uzradija
vairakas bitiskas izmainas. Ka redzams 10. attéla, metformina lietoSanas ietekme samazinajas
piecu taksonu Tpatsvars, M7d laika punkta tika noverots vienas sugas biitisks pieaugums, tacu
salidzinajuma beigas butiski vairak tika novéroti desmit taksoni. Apskatot bakterijas, kuru
Ipatsvars samazinajas metformina lietoSanas laika, ir iesp&ams novérot, ka §1 salidzinajuma
rezultati sakrit ar ieprieks€jiem rezultatiem, pieméram, Rombutsia timonensis samazinajums
tika noverots ar1 veselajos individos gan neskirota, gan [gG+ frakcija. Clostridium taksoni
mazak bija noverojami ar1 sIgA+ frakcija veselajos individos p&c metformina lietosanas. Tacu
visbutiskako izmainu uzradija Citrobacter portucalensis, kas ieprieks ir tikusi aprakstita ka
vairaku antibiotiku rezistenta bakterija (Sellera et al. 2022). Interesanti, ka M7d perioda vargja
novérot biutisku Intestinibacter bartlettii pieaugumu, tacu ilgaka M3m perioda to vairs
nenoveroja. To ir verts piemint ar1 tadel, ka vairaki p&tijumi ir aprakstijusi to, ka §1s sugas
Ipatsvars samazinas metformina lietoSanas ietekmé (Mueller et al. 2021). Tas var€tu liecinat,
ka sIgA pastiprinati saista Intestinibacter bartlettii metformina lietoSanas ietekmée, tadel $is
bakterijas 1patsvars ilgtermina sak kristies. Tomér pagaidam $ada informacija nav pieejama,
kas var€tu apstiprinat vai noliegt $adu metformina efektu. Ilgtermina lielakoties noveroja
vairaku Escherichia taksonu picaugumu, tapat tika novérots atkartots Lachnospira gints
bakterijas pieaugums. Starp unikalam izmainam var min&t, pieméram, Enterococcus faecalis,
ir zinams ka ta ir plasi sastopama komensiala, zarnu trakta sastopama bakterija, tomér tai ir
aprakstiti vairaki celmi, kuri ir rezisteni pret antibiotikam (Van Tyne et al. 2013). Papildus
izmainitas tika ari Citrobacter B koseri un Lactococcus lactis E bakt€riju sugas. Literattira
pieejama informacija liecina, ka ir novérots C. koseri Ipatsvara pieaugums metformina
lietoSanas ietekme (35600606). Tacu ka tika noverots pec 9. att€la pieejamas informacijas,

pieaugums tikai metformina ietekmé nebija statistiski butisks, tas liecina arT par paaugstinatu
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sIgA saistiSanu. Interesanti, ka iepriek§ E. faecali un L. lactis pieaugums, metformina
lietoSanas ietekmé, ir noverots pacientu grupa, kuriem metformina lietoSana uzradija labu
rezultatus, salidzinot ar pacientiem, kuriem §is zales bija neefektivas (Elbere et al. 2020).

Talak tika apskatiti I[gG+ frakcija iegtitie rezultati 2TD pacientu kohorta, kas redzami
11. attela. Saja frakcija tika novéroti tris taksoni, kuri metformina lietoSanas ietekmé
samazingjas. Un ir redzams, ka zemaks baktériju ipatsvars tika noverots tajos paso taksonos
ka slgA+ frakcija: Clostridium sp001916075, Clostridium sp900540255 un Romboutsia
timonensis. Intestinibacter bartlettii pieaugumu M7d laika perioda tika noveérots ar1 1gG+
frakcija, un velak sekoja $is sugas Ipatsvara kritums, tieSi tapat ka var€ja novérot sIgA+
frakcija. Tas akcente metformina iesp&jamo saistibu ar pastiprinatu imiinglobulinu saistiSanos
pie §1s bakterijas Tstermina. [lgaka laika perioda - M3m - var€ja noverot astonas biitiski vairak
sastopamas sugas IgG+ frakcija diab&ta pacientos. Interesanti, ka pilnigi visi taksoni tika
novéroti arT sIgA+ frakcija, kas liecina par imiinglobulinu kopigam mérka bakterijam. Tomer
Saja frakcija netika noverots ne E. faecali, ne L. lactis pieaugums, kuri tika noveéroti sigA+
grupa.

Lai novértétu kadas bakteriju sugas visparigi saista iminglobulini, iegttas frakcijas
tika savstarpgji salidzinatas viena laika posma. Tad€jadi novertgjot tikai iminglobulinu
saistiSanas izmainas, jo metformins ietekm&a ari neSkiroto frakciju, pret ko tika veikts
saltdzinajums. Sakotngji tika apskatiti butiski ietekmétie taksoni 2TD pacientu grupa pirms
metformina lietoSanas. Kopuma atSkiras 33 taksoni sIgA+ un neskirotu bakteriju
salidzinajuma, un 35 taksoni salidzinot IgG+ un neSkirotas bakterijas. Tau 5. tabula ir
pieejams saraksts ar piecam butiski vairak un piecam biitiski mazak sastopamam bakteriju
sugam attiecigajos salidzinajumos. Salidzinot abas frakcijas pret neskirotajam baktérijam, tika
noveroti vienadi taksoni, pat taja pasa bitiskuma seciba. Respektivi, visvairak ar sIgA un IgG
tika saistita Bacteroides thetaiotaomicron sugas bakterija, tam sekoja Alistipes putredinis,
Bacteroides xylanisolvens, Bacteroides caccae un Bacteroides ovatus. Bacteroides
thetaiotaomicron ir vairakkart tikusi aprakstita saistiba ar sIgA saistiSanos, pieméram, viena
no pétijumiem tiek spekuléts, ka §1 baktérija ar sIgA var€tu saistities nekanoniski, ar glikanu
starpniecibu, tomér ir v&l citi pétijumi, kuros ir aprakstiti uz sIgA balstiti regul&joSie
mehanismi saistiba ar So sugu (Pabst & Slack 2020; Peterson et al. 2015; 31690674). Tomér
literatiira par IgG saistibu ar Bacteroides thetaiotaomicron ir ierobezota. Tapat netika atrasta
informacija par Alistipes putredinis saistibu ar imiinglobuliniem, tomér ir aprakstits, ka
Bacteroides ovatus izraisa spécigu sIgA atbildi cilvékos (Ledon & Francino 2022). Nemot
vera, ka Cetras no piecam visvairak parstavetajam bakterijam gan slgA+, gan IgG+ frakcijas ir

Bacteroides gints bakterijas, tas varétu liecinat, ka §1 gints izraisa spécigu sIgA un IgG atbildi,
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turklat petijumos ieprieks ir ticis aprakstits tas, ka Bacteroides izraisa specigu sIgA atbildi
(Ledn & Francino 2022; Sterlin et al. 2020).

Taksoni, kuru Tpatsvars bija mazak sastopams sIgA+ un IgG+ frakcijas, salidzinot ar
kop€jo mikrobiomu ir Blautia A faecis, Anaerobutyricum hallii, Ralstonia pickettii,
Bradyrhizobium sp000015165 un Caulobacter sp903900155, kas liecina par vaju
iminglobulinu atbildi. Tomé&r jamin, ka Bradyrhizobium iepriek§ ir aprakstita ka
kontaminants, atrodams DNS izoléSanas reagentu komplektos un ipasi tira Gdens attiriSanas
sist€émas, turklat tas tika konstatéts arl aptuveni pus€ no noraditaja publikacija apskatitajiem
sekvenceéSanas rezultatiem (Laurence et al. 2014). Savstarpgji tika salidzinatas ar1 sIgA+ un
IgG+ frakcijas, bet netika noverots neviens statistiski nozimigs rezultats, kas liecina par
lidzigam sIgA un IgG mérka bakterijam.

Starp frakcijam tika veikts tads pats salidzinajums 2. tipa cukura diab&ta pacientu
grupa ari péc septinu dienu ilgas metformina lietoSanas. Nemot véra Sos rezultatus, ir
iesp&jams sakt spriest par iespgjamo metformina efektu uz iminglobulinu saistiSanu. Kopuma
tika noverots 61 butiski atSkirigs taksons, salidzinot sIgA+ un neskiroto frakciju, bet IgG un
neskiroto bakteriju salidzinajuma, tika nove€rotas 70 biitiskas izmainas. Sestaja tabula ir
iesp€jams apskatit piecus taksonus, kuru ipatsvars ir visvairak pieaudzis un visvairak
samazinajies, salidzinot attiecigas frakcijas. Ir iesp&ams novérot, ka taksoni starp
salidzinajumiem parklajas, tom&r metformina lietoSanas ietekm& ir nov€rojamas jaunas
baktériju sugas, kuras ir tikuSas butiski vairak saistitas gan ar sIgA, gan IgG, pieméram,
Phocaeicola dorei, Bacteroides uniformis un Faecalibacterium prausnitzii G. Ir ticis
aprakstits, ka Phocaeicola dorei (iepriek§ Bacteroides dorei) Tpatsvara pieaugumu istermina
izraisa metformina lietoSana (Robeson et al. 2022). Ir tikusi aprakstita art Faecalibacterium
prausnitzii mijiedarbiba ar metforminu, ta lietoSanas ietekmé ir novérots taksona Tpatsvara
samazinajums pelu modelos, tacu ieprieks ir min€ts Faecalibacterium prausnitzii Tpatsvara
picaugums sIgA+ frakcija starp ciilaina kolita un krona slimibas pacientiem (Huang et al.
2022; Silamikele et al. 2021). Savukart tas, ka starp pieciem taksoniem, kuru Ipatsvars ir
visvairak pieaudzis, tika novérotas tris Bacteroides gints bakt€rijas, tikai liecina par ieprieks
izteikto faktu, ka §is gints bakterija izraisa spécigu sIgA atbildi. Turklat miisu rezultati liecina
arT par specigu IgG atbildes reakciju (Ledn & Francino 2022; Sterlin et al. 2020).

Taksoni, kuru Tpatsvara zudums tika novertéts ka visbiitiskakais, gan sIgA+, gan [gG+
frakcijas 2TD pacientu kohorta, savstarp€ji parklajas - Cetras no piecam baktériju sugam abas
grupas bija vienadas. Turklat, arm1 pirms metformina lietoSanas, tika novérots, ka
imiinglobuliniem ir vaja reakcija uz Ralstonia pickettii, Blautia A faecis un Anaerobutyricum

hallii sugu bakterijam, tapat ka pec ned€lu ilgas metformina terapijas. Tomér ieprieks netika

51



novérota Anaerostipes hadrus sugas bakterija, kura gan sIgA+, gan IgG+ salidzinajuma ar
neskirotajam bakterijam uzrada otru bitiskako atSkirtbu. Tom@r literatira ir pieejama
informacija, ka $is sugas Tpatsvara samazinajums ieprieks ir ticis noveérots 2TD pacientos, kuri
lietoja metforminu (Balvers et al. 2021). Verts pieminét, ka arT péc ned€]u ilgas metformina
lietoSanas netika nove€rota neviena bitiska izmaina, savstarp€ji salidzinot sIgA+ un IgG+
frakcijas.

Protams, talak bija interesanti noteikt izmainas, kas radusas péc tris méneSu ilgas
metformina terapijas. Kopsumma tika novérotas 40 statistiski biitiskas atSkiribas sIgA+ un
neskiroto baktériju salidzinajuma, ka ar1 41 atSkiriba, salidzinot IgG+ ar neSkirotajam
bakteérijam. Tome&r arT 7. tabula ir ievietota informacija tikai par piecam bitiski vairak un
piecam biitiski mazak sastopamam baktériju sugam attiecigajos salidzinajumos. Apskatot
iegiitos rezultatus, ir redzams ka rezultati lielakoties starp salidzinajumiem atkal parklajas.
Bakteriju taksoni, kuru Ipatsvars ir butiski mazaks Skirotajas frakcijas, ir tie pasi kas tik
noveroti jau ieprieks. Liecinot par to, ka imtinglobuliiem ir vaja reakcija uz §tm bakterijam,
visticamak neatkarigi no metformina lietoSanas.

Pieversot uzmanibu taksoniem, kuri tika visvairak apklati ar imiinglobuliniem,
rezultati ir [idzigi. Lai gan ir zinams, ka IgG tiek producéts mazaka apjoma, jo ta producéSanu
aktivé dazadu patogénu antigénu klatbiitne, vai tas nonak zarnu limena iekaisuma dél. Tomer
ir zinams, ka IgG pastiprinatu produkciju ierosina ari cukura diabgts, tadgl, iespgjams,
bakterijas, kuru 1patsvars ir audzis 2TD ietekmé, tiek saistitas gan ar sIgA, gan IgG (Ledn &
Francino 2022; DuPont et al. 2022). Visbiitiskak metformina terapijas ietekmé tika izmainita
Phocaeicola dorei, tapat ka peéc septinu dienu ilgas metformina lietoSanas. Nozimigas
izmainas tika noverotas ari Parabacteroides distasonis sugas baktérijai. Interesanti, ka
petijumos ir izteiks Parabacteroides distasonis sugas protektivais efekts pret dazadam
slimibam, ieskaitot 2TD, un pat tiek apsvérts §is bakteriju sugas probiotiku potencials, lai
uzlabotu gremoSanas trakta darbibu (Ezeji et al. 2021; Wu 2023). Tomér ir petijumi, kas ar
saviem eksperimentalajiem datiem uzrada pretrunigus rezultatus, paradot §is bakterijas
potenciali patogéno dabu (Ezeji et al. 2021). Turklat agrak ir ticis noverots §1s sugas Ipatsvara
kritums metformina lietoSanas ietekmé&, tadé] interesanti ir novérot S§is sugas biitisko
picaugumu gan sIgA+, gan IgG+ frakcijas (Elbere et al. 2020). M3m laika punkta, starp
nozimigakajam baktérijam, paradijas jaunas sugas, kuras netika noverotas ieprieks, turklat
abiem salidzinajumiem atSkirigas. sIgA+ un neskiroto baktériju salidzinajuma tika noverots
butisks Alistipes onderdonkii pieaugums, bet IgG+ un neskiroto baktériju salidzinajuma -
Dorea formicigenerans. Arl informacija, kas ir pieejama par Alistipes onderdonkii taksonu ir

pretruniga, ta ir aprakstita ar potenciali protektivu efektu dazadam slimibam, piemé&ram,
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kolitam vai kardiovaskularam saslimSanam. Taja pa$a laika, ir pieejama informacija par
Alistipes patogeéno potencialu kolorektala véza gadijuma, ka ar ir tikusi aprakstita saistiba ar
depresijas pazimém (Parker et al. 2020). 2TD pacientos $is bakterija ir tikusi aprakstita ka
iekaisuma markieris (Sugawara et al. 2022). IepriekS ir ticis nové&rots bakterijas Dorea
formicigenerans Tpatsvara pieaugums sIgA+ frakcija ciilaina kolita un iekaisigo zarnu
slimibas pacientos (Brand et al. 2020). Tacu interesanti, ka metfomina lietoSanas ietekmé ir
noverots §1s sugas Tpatsavara kritums gan cilvékos, gan pelu modelos (Silamikele et al. 2021;
Le Bastard et al. 2018).

Svarigi ir pieminét, ka visi dati butu vieglak interpret€jami, ja ka Stinu skiroSanas
metode bitu izveleta fluorescenti aktiveta Siinu SkiroSana ar pliismas citometru. Tadgjadi tiktu
legiitas slgA+, IgG+ un slgA-, 1gG- frakcijas, tas savstarpgji biitu vieglak salidzinamas un
varétu drosi apgalvot, ka baktgrijas ir vai attiecigi nav saistitas ar imanglobulinu. Saja darba
tika izmantota alternativa, uz magnétiskam loditém balstita, Siinu SkiroSanas metode. Nakotné
butu noderigi atkartot So petfjumu ar fluorescenti aktivéto Stinu SkiroSanu ar pliismas
citometru, lai salidzinatu iegiitos rezultatus. Tas lautu vairak spriest par magnétisko lodisu
SkiroSanas metodes efektivitati, un iesp&jams to var€tu izmantot ka alternativu biezak.
Petijuma noderigi ir integrét metatranskriptoma rezultatus, lai varétu spriest ne tikai par
taksonomiskam, bet arT par funkcionalam signalcelu izmainam. Tas dotu pilnvertigaku ieskatu
tam, ka metformins ietekmé bakterijas un to imiinglobulinu piesaisti. Sobrid magistra darba
iegiities dati tiek izmantoti publikacijas manuskripta sagatavosanai, Sie dati tiks papildinati ar1
ar metatranskriptoma analizes rezultatiem, laujot iegtt plasaku ieskatu metformina darbibas
rezultatos. Nakotné lidzigu pétijumu varétu veikt izmantojot informaciju par terapijas
efektivitati, tiktu izmantotas grupas ar efektivu un neefektivu metformina terapiju. Tadgjadi
varétu salidzinat imiinglobulinu saistiSanas izmainas, nemot veéra faktu par terapijas
efektivitati un méginat noteikt konkrétus taksonus, kuri nakotné varétu kalpot ka biomarkieri

terapijas efektivitatei.
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SECINAJUMI

Uz magnétiskajam loditém balstita baktériju SkiroSana ir piemé&rota metode antivielu
saistoSo taksonomisko grupu noskaidroSanai, tomeér nesniedz informaciju par antivielu
nesaistoso frakciju.

Starp salidzinato frakciju ieksgjas daudzveidibas raditajiem netika noveérota biitiska
atSkiriba. Tomér Skirotajas frakcijas noveroja samazinatu daudzveidibu, kas liecina, ka
sIgA un IgG saista tikai dalu no bakterijam.

Metformina lietoSanas ietekme tika noverota Escherichia fergusonii, E. marmotae, E.
albertii, E. coli u.c. baktériju Tpatsvara pieaugums gan 2TD pacientos, gan veselos
individos, izcelot metformina batisko ietekmi uz Escherichia gints parstavjiem.
Intestinibacter bartletti 1patsvars peéc ned€lu ilgas metformina lietoSanas 2TD
pacientiem bija butiski picaudzis gan sIgA+, gan IgG+ frakcijas. P&c 3 ménesu ilgas
terapijas, bakt€riju Ipatsvars nebija butiski mainijies, kas liecina par iespgjamiem
metformina 1stermina efektiem.

Bacteroides gints baktérijas tika butiski vairak saistitas ar imiinglobuliniem, pieradot
spécigu humoralas imunitates atbildi cilvéka pret §is gints bakterijam.

Starp slgA+ un IgG+ frakcijam longitudinali tika uzraditi lidzigi rezultati un, tas
salidzinot savstarp€ji, nenoveéroja biitiskas atSkiribas, kas liecina par Iidzigam mérka
baktérijam metformina lietoSanas ietekmé.

Phocaeicola dorei suga uzradija visbutiskako patsvara pieaugumu gan sIgA+, gan
IgG+ frakcijas péc metformina lietoSanas abos laika punktos, tas varétu liecinat par

metformina ietekmé izmainitu sIgA un IgG piesaisti.
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1. tabula.

. pielikums

Biitiski izmainitie bakteriju taksoni starp paraugu frakcijam 2TD kohorta pirms metformina

terapijas

Table 1.

Significantly altered bacterial taxa among sample fractions in the T2D cohort before

metformin therapy

Alistipes putredinis (1)
Bacteroides xylanisolvens (1)
Bacteroides caccae (1)
Bacteroides ovatus (1)
Parabacteroides distasonis (1)
Phocacicola massiliensis (1)
Alistipes senegalensis (1)
Bacteroides sp900761785 (1)
Bacteroides faecis (1)
Collinsella sp900544755(1)
Collinsella sp900554255(1)
Bacteroides congonensis (1)
Parabacteroides johnsonii (1)
Bacteroides sp902362375 (1)
Collinsella sp900553705 (1)
Bacteroides acidifaciens (1)
Bacteroides fluxus (1)

Actinomyces oris (])
Enterobacter asburiae B ()
Pseudomonas citronellolis (])
Acidovorax sp000302535 (|)
Afipia broomeae (])
Cutibacterium acnes ()
Bradyrhizobium
sp003020075 (|)
Intestinibacter bartlettii (|)
Stenotrophomonas
maltophilia AM (|)

Blautia A obeum B ()
Caulobacter sp903900155 (])
Bradyrhizobium
sp000015165 (|)

Ralstonia pickettii (|)
Anaerobutyricum hallii (|)
Blautia A faecis (])

Laika posms sIgA+ vs neSkirots IgG+ vs neSkirots sIgA+ vs
Time point slgA+ vs Presort IgG+ vs Presort IgG+
MO Bacteroides Bacteroides -
thetaiotaomicron(?) thetaiotaomicron(?)

Alistipes putredinis(7)
Bacteroides xylanisolvens(?)
Bacteroides caccae(?)
Bacteroides ovatus(1)
Parabacteroides distasonis(7)
Phocacicola massiliensis(1)
Alistipes senegalensis(1)
Bacteroides sp900761785(1)
Bacteroides finegoldii(1)
Bacteroides sp900765785(1)
Bacteroides faecis(1)
Collinsella sp900544755(1)
Collinsella sp900554255(1)
Bacteroides congonensis(?)
Parabacteroides johnsonii(1)
Bacteroides sp902362375(1)
Collinsella sp900553705(1)
Bacteroides acidifaciens(?)
Bacteroides fluxus(1)

Actinomyces oris(])
Enterobacter asburiae B(|)
Pseudomonas citronellolis(|)
Acidovorax sp000302535(])
Afipia broomeae(])
Cutibacterium acnes(|)
Bradyrhizobium
sp003020075(])
Intestinibacter bartlettii(])
Stenotrophomonas
maltophilia AM(])

Blautia A obeum B(])
Caulobacter sp903900155(])
Bradyrhizobium
sp000015165(])

Ralstonia pickettii(])
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Anaerobutyricum hallii(|)
Blautia A faecis(])

Bakterijas, kuru Ipatsvars biitiski pieauga, ir sakartotas dilstosa seciba, tabulas augsa esot ar
visbutiskako pieaugumu. Bakt€rijas, kuru ipatsvars biitiski samazinaja, ir sakartotas augosa
seciba, tabulas apaks$a esot ar visnozimigako samazinajumu. Bacteria, whose proportion
increased significantly, are arranged in descending order, with the most significant increase at
the top of the table. Bacteria, whose proportion decreased significantly, are arranged in
ascending order, with the most significant decrease at the bottom of the table.
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2. tabula.

2. pielikums

Biitiski izmainitie bakt€riju taksoni starp paraugu frakcijam 2TD kohorta septinas dienas péc

metformina terapijas uzsakSanas

Table 2.

Significantly altered bacterial taxa among sample fractions in the T2D cohort seven days after

metformin therapy

Bacteroides uniformis (1)
Faecalibacterium prausnitzii

G(1)

Bacteroides thetaiotaomicron
)

Alistipes putredinis (1)
Bacteroides xylanisolvens (1)
Bacteroides ovatus (1)
Faecalibacterium prausnitzii
(1)

Ruthenibacterium
lactatiformans (1)

Alistipes finegoldii (1)
Dysosmobacter welbionis (1)
Bacteroides caccae (1)
Parabacteroides distasonis (1)
Phocaeicola sartorii (1)
Phocaeicola massiliensis(?)
Alistipes shahii(1)
Eisenbergiella
sp900066775(1)

Alistipes senegalensis(1)
Lawsonibacter
asaccharolyticus(1)
Bacteroides congonensis(?)
Bacteroides sp002491635(1)
Collinsella sp900554985(1)
NSJ 32 sp014384895(1)
Collinsella sp900553705(1)
Collinsella sp900554255(1)
Collinsella sp900546825(1)
Bacteroides finegoldii(1)
Prevotella corporis(1)
Collinsella sp900556205(1)
Collinsella sp900556515(1)
Collinsella sp900544755(1)
Bacteroides sp902362375(1)

Laika posms sIgA+ vs neSkirots IgG+ vs neskirots sIgA+ vs
Time point slgA+ vs Presort IgG+ vs Presort IgG+
M7d Phocaeicola dorei (1) Phocaeicola dorei(1) -

Bacteroides uniformis(7)
Faecalibacterium prausnitzii
G(1)

Bacteroides
thetaiotaomicron(?)
Bacteroides xylanisolvens(?)
Alistipes putredinis(1)
Bacteroides ovatus(1)
Bacteroides caccae(1)
Parabacteroides
distasonis(1)

Alistipes finegoldii(1)
Dysosmobacter welbionis(1)
Faecalibacterium prausnitzii
E(T)

Phocaeicola sartorii(1)
Phocaeicola massiliensis(1)
Eisenbergiella
sp900066775(1)

Alistipes shahii(1)
Collinsella sp900546825(1)
Prevotella corporis(1)
Collinsella sp900553705(1)
Alistipes senegalensis(1)
Phocaeicola sp900551645(1)
Collinsella sp900556205(1)
Collinsella sp900554255(1)
Bacteroides acidifaciens(?)
Bacteroides
stercorirosoris(7)
Collinsella sp900556515(1)
Collinsella sp900554985(1)
NSJ 32 sp014384895(1)
Lawsonibacter
asaccharolyticus(7)
Alistipes sp900541585(1)
Dysosmobacter
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Bacteroides oleiciplenus(1)
Dysosmobacter
sp014297375(7)

Bacteroides stercorirosoris(1)
NSJ 63 sp014384805(1)
Bacteroides sp900761785(1)
OF09 33XD sp003481995(1)
Neobittarella massiliensis(1)
Agathobaculum
sp900291975(1)

Bacteroides sp900765785(1)
UMGS856 sp900546265(1)
Lawsonibacter
sp900754605(1)

Enterobacter asburiae B(|)
Cutibacterium acnes(|)
Actinomyces oris(|)
Stenotrophomonas
maltophilia AM(])
Pseudomonas citronellolis(|)
HGMO04593 sp900769465(])
Acidovorax: sp000302535(])
Enterobacter hormaechei A(])
Bradyrhizobium
sp003020075(])

Afipia broomeae(|)
Caulobacter sp903900155(])
Bradyrhizobium
sp000015165(])
Ruminococcus C
sp000980705(])
Anaerobutyricum hallii(|)
Blautia A faecis(])
Anaerostipes hadrus(|)
Ralstonia pickettii(])

sp014297375(1)

Bacteroides sp900765785(1)
Lawsonibacter
sp900754605(1)

Alistipes dispar(1)
Collinsella sp900544755(1)
Agathobaculum
sp900555465(1)

Bittarella massiliensis(1)
Neobittarella massiliensis(1)
Bacteroides sp902362375(1)
Bacteroides finegoldii(1)
Lawsonibacter
sp900066645(1)

Bacteroides sp900761785(1)
Bacteroides fluxus(1)
Bacteroides faecis(1)
Faecalibacterium
sp900551435(1)
Faecalibacterium
sp900765105(1)

Alistipes timonensis(1)
Collinsella sp900541665(1)
OF09 33XD
sp003481995(1)

NSJ 63 sp014384805(1)

Intestinibacter
sp900540355(])
Actinomyces oris(])
Cutibacterium acr acnes(|)
CAG 632 sp002406015(])
Clostridium AQ
sp900552125(])
Enterobacter asburiae B(|)
HGMO04593 sp900769465(])
Stenotrophomonas
maltophilia AM(])
Acidovorax sp000302535(])
Afipia broomeae(|)
Pseudomonas
citronellolis(|)
Intestinibacter bartlettii(|)
Bradyrhizobium
sp003020075(])
Enterobacter hormaechei
A(])

Bradyrhizobium
sp000015165(])
Caulobacter sp903900155(])
UBA11524 sp000437595(})
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Anaerobutyricum hallii(|)
Blautia A faecis(|)
Anaerostipes hadrus(})
Ralstonia pickettii(])

Bakterijas, kuru Ipatsvars biitiski pieauga, ir sakartotas dilstosa seciba, tabulas augsa esot ar
visbutiskako pieaugumu. Bakt€rijas, kuru ipatsvars biitiski samazinaja, ir sakartotas augosa
seciba, tabulas apak$a esot ar visnozimigako samazinajumu. Bacteria, whose proportion
increased significantly, are arranged in descending order, with the most significant increase at
the top of the table. Bacteria, whose proportion decreased significantly, are arranged in
ascending order, with the most significant decrease at the bottom of the table.
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3. tabula.

. pielikums

Biitiski izmainitie baktériju taksoni starp paraugu frakcijam 2TD kohorta tris méneSus péc

metformina terapijas uzsakSanas

Table 3.

Significantly altered bacterial taxa among sample fractions in the T2D cohort three months

after metformin therapy

Alistipes onderdonkii(1)
Parabacteroides distasonis(?)
Bacteroides ovatus(1)
Bacteroides xylanisolvens(1)
Parabacteroides merdae(1)
Bacteroides
thetaiotaomicron(?)
Alistipes communis(1)
Phocaeicola sartorii(1)
Bacteroides congonensis(?)
Phocaeicola sp900551645(1)
Bacteroides finegoldii(1)
Bacteroides sp902362375(1)
Collinsella sp900553705(1)
Bacteroides sp900761785(1)
Collinsella sp900544755(1)
Alistipes senegalensis(1)
Neobittarella massiliensis(1)
Parabacteroides johnsonii(1)
Collinsella sp900554255(1)
Collinsella sp900541665(1)
NSJ 63 sp014384805(1)
Bacteroides faecis(1)
Clostridium AQ
sp900552125(])

HGMO04593 sp900769465(])
Pseudomonas citronellolis(|)
Actinomyces oris(])
Stenotrophomonas
maltophilia AM(])
Enterobacter asburiae B(|)
Acidovorax sp000302535(])
Ruminococcus C
sp000980705(])
Cutibacterium acnes(|)
Afipia broomeae(])
Enterobacter hormaechei A(])

Dorea formicigenerans(?)
Parabacteroides distasonis(7)
Bacteroides ovatus(1)
Bacteroides xylanisolvens(?)
Ruthenibacterium
lactatiformans(1)
Bacteroides
thetaiotaomicron(?)
Alistipes communis(1)
Phocaeicola sartorii(1)
Bacteroides sp902362375(1)
Collinsella sp900544755(1)
Bacteroides finegoldii(1)
Alistipes senegalensis(1)
Collinsella sp900554255(1)
Collinsella sp900553705(1)
Gemmiger variabilis A(T)
Collinsella sp900556205(1)
Bacteroides congonensis(?)
Phocaeicola sp900551645(1)
Gemmiger sp900554145(1)
Bacteroides sp900761785(1)
NSJ 63 sp014384805(1)
Neobittarella massiliensis(1)
Collinsella sp900550815(1)
Actinomyces oris(])
HGMO04593 sp900769465(])
Cutibacterium acnes ()
Pseudomonas citronellolis(|)
Enterobacter asburiae B(])
Stenotrophomonas
maltophilia AM(])
Acidovorax sp000302535(])
Afipia broomeae(])
Bradyrhizobium
sp003020075()
Enterobacter hormaechei

Laika posms sIgA+ vs neSkirots IgG+ vs neSkirots sIgA+ vs
Time point slgA+ vs Presort IgG+ vs Presort IgG+
M3m Phocaeicola dorei(1) Phocaeicola dorei(1) -
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Bradyrhizobium A(])

sp003020075(]) Ruminococcus C
Anaerobutyricum hallii(|) sp000980705(])
Caulobacter sp903900155(]) [ Bradyrhizobium

Bradyrhizobium sp000015165(])
sp000015165(]) Caulobacter sp903900155(])
Blautia A faecis(}) Anaerobutyricum hatlii(|)
Ralstonia pickettii(]) Blautia A faecis(|)

Ralstonia pickettii(])

Bakterijas, kuru 1patsvars biitiski pieauga, ir sakartotas dilstosa seciba, tabulas augsa esot ar
visbiitiskako pieaugumu. Bakterijas, kuru Ipatsvars biitiski samazinaja, ir sakartotas augosa
seciba, tabulas apaksa esot ar visnozimigako samazinajumu. Bacteria, whose proportion
increased significantly, are arranged in descending order, with the most significant increase at
the top of the table. Bacteria, whose proportion decreased significantly, are arranged in
ascending order, with the most significant decrease at the bottom of the table.
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4. pielikums

Dokumentara lapa.

Magistra darbs “Sekretora IgA, IgG un zarnu mikrobioma mijiedarbiba metformina
terapijas laika 2. tipa cukura diab&ta pacientos un veselos individos™ izstradats Latvijas

Biomedicinas pétijumu un studiju centra.
Ar savu parakstu apliecinu, ka pétijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un LUISa iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai un/vai

estudijas iesniegtai darba elektroniskai versijai.

Autors: Liga Birzniece 24.05.2023.

Rekomendgju darbu aizstavésanai.

Darba vaditaji: Dr. biol., Monta Briviba 24.05.2023.

Dr. biol., Ilze Elbere 24.05.2023.
Recenzents: Dr. biol., Artiirs Abols ~.05.2023.
Darbs iesniegts LU Biologijas fakultate 24.05.2023.
Studiju metodike:

Darbs aizstavéts Biologijas magistra gala parbaudijuma komisijas sédé

prot. Nr. , Vert€jums

Komisijas sekretars/e:
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