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Kopsavilkums

Metformins ir antidiab&tisks medikaments, kas samazina glikozes Iimeni asinis un nerada
hipoglikémiju, tom&r ~25% pacientu attistas gastrointestinalas blaknes. Ir veikti p&tijumi par
metformina terapijas ietekmi uz 2. tipa cukura diab&ta pacientu zarnu mikrobiomu, tomé&r
pilniga metformina un zarnu mikrobioma mijiedarbibas raksturojuma joprojam nav. Darba
merkis bija noskaidrot, ka metformins ietekme vesela cilvéka zarnu mikrobioma taksonomisko
un funkcionalo profilu. Mikrobialajai DNS no fécu paraugiem tika veikta metagenoma analize
ar lielapjoma paralélo sekven€Sanu. Rezultati parada vairakas izmainu tendences gan
taksonomisko grupu, gan signalcelu un génu saimju Tpatsvara jau 24 stundas p&c pirmas
metformina devas, noverotas tendences saglabasanas ar1 péc septinu dienu ilgas metformina

lietoSanas.

Bakalaura darbs tika izstradats no 2016. gada maija Iidz 2018. gada maijam Latvijas

Biomedicinas petijumu un studiju centra.

Atslégas vardi: cukura diab&ts, metformins, metagenoms, zarnu mikrobioms.



Summary

Metformin is an antidiabetic drug used to reduce blood glucose levels without causing
hypoglycaemia, however, ~25% of patients under its treatment develop gastrointestinal side
effects. Studies have been carried out about metformin treatment and its effects on type 2
diabetes patients, though there is no full clarity about metformin and gut microbiome
interaction. The aim of this course work was to find out how metformin affects healthy
individual gut microbiome taxonomic and functional profiles. Microbial DNA obtained from
faecal samples underwent metagenomic analysis performed with parallel sequencing. Results
display several trends across all — taxonomic groups, pathways and gene families — beginning
at 24 hours after first metformin dose, these trends are also observed after seven days of

metformin use.
Bachelor thesis “The Impact on The Human Gut Microbiome’s Functional Profile Caused
by The Antidiabetic Drug Metformin” was conducted at the Latvian Biomedical Research and

Study Centre from May 2016 to May 2018.

Keywords: diabetes, metformin, metagenome, gut microbiome.



Saisinajumu saraksts un at$ifréjumi anglu un latviesu valodas.

List of abbreviations and their meaning in English and Latvian.

Darba izmantotie saisinajumi

1. tabula

Table 1

Saisinajums

Angliski

Latviski

ACC

acetyl-CoA carboxilase

acetil-CoA karboksilaze

ADF

adenosine di-phosphate

adenozina di-fosfats

AMF

adenosine mono phosphate

adenozina mono fosfats

AMPK

AMF-activated protein kinase

AMF-aktiveta protetnu kinaze

ATF

adenosine triphosphate

adenozina tri-fosfats

bp

base pairs

bazu pari

DES

DNA elutions solution — ultra pure

water

ultra attirits Gidens

DM

diabetes mellitus

cukura diabéts

DNS

deoxyribonucleic acid

dezoksiribonukleinskabe

dNTP

deoxynucleoside triphosphate

deoksiribonukleozida trifosfats

DPP4

dipeptidyl-peptidase-4

dipeptidil peptidaze-4

ETDA

ethylenediaminetetraacetic acid

etilendiamintetraetikskabe

FDR

false discovery rate

kltidaino atklajumu Iimenis

FXR

farnesoid X receptor

farnesoida X faktors

GDF

guanosine-di-phosphate

guanozin-di-fosfats

GI

gastrointestinal

gastrointestinals

GLP-1

glucagon-like peptide-1

glikogén-Iidzigais peptids-1

HbAlc

glycosylated haemoglobin

glik&tais hemoglobins

IBS

irritable bowel syndrome

kairinato zarnu sindroms

IGT

impaired glucose tolerance

glikozes tolerances traucgjumi

LPS

lipopolysaccharides

lipopolisaharidi

Mo

microbiome samples before

metformin use

mikrobioma paraugi pirms

metformina lietoSanas

M24h

of metformin use

microbiome samples after 24 hours

mikrobioma paraugi péc 24 stundu

metformina lietoSanas

M7d

microbiome samples after 7 days

of metformin use

mikrobioma paraugi péc 7 dienu

metformina lietoSanas




MP microbiome sample mikrobioma paraugs

mitochondrial respiratory chain mitohondrialas elposanas k&des
MRCC1
complex -1 komplekss-1
reduced nicotinamide adenine reducéts nikotinamida adenina

NADH ) ) )

dinucleotide dinukleotids
OCT1 organic cation transporter-1 organiskais katjonu transportieris-1
OCT2 organic cation transporter-2 rganiskais katjonu transportieris-2
OGTT oral glucose tolerance test

oralais glikozes tolerances tests

permutational multivariate analysis
PERMANOVA

) permutaciju multivariacijas analize
of variance
PFGE pulsed-field gel electrophoresis pulsgjosa lauka géla elektroforéze
PKR polimerase chain reaction polimerazes k&des reakcija
plasma membrane monoamine plazmatiskas membranas
PMAT o
transporter monoamina transportieris
PPS protein precipitation solution proteina izgulsnésanas Skidums
RNS ribonucleic acid ribonukleinskabe
SCFA short-chain fatty acids Iso k&zu taukskabes
SERT serotonin transporter serotonina transportieris
T2D Type 2 diabetes 2. tipa cukura diabgts
uv ultraviolet light ultravioletais starojums
Genome Database of Latvian Valsts iedzivotaju genoma datu
VIGDB

Population

baze




Ievads

Metformins jeb 1,1-dimetilbiguanids ir orali lietojams antidiab&tiskais medikaments,
kas, galvenokart, samazina glikozes Itmeni asinis un nerada hipoglikeémiju. P&€dgjo 15 gadu
laika metformins ir kluvis par galveno 2. tipa cukura diab&ta (T2D) arstniecibas un prevencijas
lidzekli. Tomer aptuveni ceturtdalai pacientu attistas gastrointestinalas (GI) blaknes (Gunton et
al. 2003; Dujic et al. 2014; McCreight et al. 2016). Petijumos aprakstits, ka ievadot metforminu
intravenozi netiek sasniegts tikpat augsts terapeitiskais efekts, ka lietojot medikamentu orali
(Pentikdinen et al. 1979), lidz ar to ir izvirzita hipot€ze par iesp&jamo zarnu mikrobioma lomu
metformina darbibas mehanismu realizéSana.

Lidzsingjie petijumi par metformina terapijas ietekmi uz 2. tipa cukura diab&ta pacientu
zarnu mikrobiomu apraksta asociacijas starp metformina lietoSanu un paaugstinatu 1so k&zu
taukskabju producgjosu baktériju TIpatsvaru (piemeram, Akkermansia muciniphila,
Bifidobacterium adolescentis) (De La Cuesta-Zuluaga et al. 2017; Forslund et al. 2015), ka ar1
paaugstinatu parstavniecibu dazadiem signalceliem, kas, piemé&ram, atbild par lipopolisaharidu
sint€zi, butiratu un piruvatu metabolismu (Wu et al. 2017). Tomér vairaki metformina darbibas
mehanismi joprojam nav izskaidroti un ir nepiecieSama talaka zarnu mikrobioma kompozicijas
un funkcionalitates analize metformina lietoSanas laika, lai pilnveidotu §is zinaSanas un

nodroS§inatu iesp€ju personaliz&tai terapijai.

Darba merkis: Noskaidrot, ka antidiabétiskais medikaments metformins ietekmée
vesela cilvéka zarnu mikrobioma funkcionalo un taksonomisko profilu.

Konkreta mérka sasniegSanai tika izvirziti sekojosi darba uzdevumi:

e Novertet un visparigi raksturot pétijuma dalibnieku zarnu mikrobioma funkcionalitati
un savstarpgjo Iidzibu;

e Analizé€t metformina ierosinatas zarnu mikrobioma kompozicijas izmainas dazados
taksonomiskajos ITmenos;

e Raksturot cilvéka zarnu mikrobioma funkcionala profila izmainas metformina

lietoSanas ietekme.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Cilvéka mikrobioms
P&c piedzimsSanas pirmo dzives gadu laika cilvéka organismu koloniz€ bakterijas, arheji,

sénes un virusi, ienemot tadas niSas ka adas virsma, zarnu trakts, mutes dobums un citas.
Sabiedribu, kas veidojas no mikroorganismiem, sauc par cilvéka mikrobiomu. Tas satur
aptuveni tikpat daudz $tinu, cik ir cilvéka organisma, kodgjot ap 100 reizu vairak unikalu génu
neka misu organisms (Qin ef al. 2010; Huttenhower et al. 2012; Sender et al. 2016). Cilveka
mikrobioma pétijumos ir atklats, ka pat vispargji veseliem cilvékiem, savstarpgji buitiski atskiras
mikoorganismu daudzveidiba, kas apdzivo zarnu traktu, adas virsmu, maksti vai citas
lokalizacijas. Daudzi no Siem dazadibu ietekméjoSiem faktoriem v€l nav izskaidroti, tacu ir
zinams, ka diétai, vides apstakliem, saimniekorganismu raksturojosiem genétiskiem faktoriem
un paklauSanai agrinai mikrobu ietekmei ir bitiska nozime mikroorganismu sabiedribas
stabilitates regulacija (Huttenhower et al. 2012). Uzturs, iedzimtiba, un zarnu mikrobioms ir
metaboliska statusa noteicgji, galvenokart, zarnu mikrobioma produc€to metabolitu dgl
(Fujisaka ef al. 2018).

No ckologiska viedokla, sabiedribas stabilitate (bakterialas vai kadas citas) var tikt
uzskatita par funkciongjosas kopienas veselibas aprakstosu Ipasibu. Stabilitate ir attiecinama uz
kopienas spgjam pretoties vides parmainam un stresam jeb pretestibu, vai arT spgjai atgriezties
lidzsvara stavokli p&c apkartgjas vides inducétas krizes jeb izturibu. Sie jedzieni — pretestiba un
izturiba — ir attiecinami arT uz cilvéka mikrobiomu un saskan ar mikroorganismu ekologijas
principiem (Backhed et al. 2012).

Viena organisma dala esoSo mikroorganismu daudzveidibas stabilitati var aprakstit ar
to skaitlisko daudzumu un izplatisanos citas cilvéka organisma nidas. Sadas stabilitates
izmainas ir sasaistitas ar dazadam slimibam, pieme&ram, zema mikrobioma daudzveidiba zarnas
ir asociéta ar aptaukoSanas un iekaisigu zarnu slimibam (Huttenhower et al. 2012; Hildebrandt
etal. 2009). Tapat, izmainas mikroorganismu Ipatsvara un daudzveidiba var paaugstinat cilvéka
organisma uznémibu pret infekcijam vai citam slimibam. Piem&ram, infekciju risku saskaroties
ar patog€niem var paaugstinat antibiotiku izraisitas izmainas zarnu mikrobiota (Bickhed et al.

2012).
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l.attels. Visparigs cilvéka mikrobioma raksturojums, kas ieklauj galvenas mikrobioma niSas cilvéka

organisma un to galvenos parstavjus ar lielako skaitlisko patsvaru. Att€ls adaptéts no Anonymous

2017a.

Figure 1. General characterization of the human microbiome, involving the main microbiome locations
in the human body and its main representatives after numeric values. Figure adapted from Anonymous

2017a.

1.2. Zarnu mikrobioms

1.2.1. Zarnu mikrobioma visparigs raksturojums

Zarnu mikrobioms ir dinamisks, vitali svarigu mikroorganismu kopums, kura sastavu
un funkcijas ietekmé vairaki faktori — genétiska iedzimtiba, apkartgja vide, uzturs, slimibas u.c.
Mikrobiala kompozicija GI trakta atSkiras dazados zarnu nodalijumos un starp individiem.
Kopgjais zarnu mikrobioma parstavju daudzums parsniedz visa cilvéka organisma Stinu skaitu,
un taja ietilpst vairak neka 500 mikroorganismu gintis, veidojot 35-50% no zarnu tilpuma. Pie

zarnu mikrobioma funkcijam pieder pareizas iminsist€mas darbibas nodroSinasana un
9



stimulacija ar specifisku baktériju ginsu producétu vielu starpniecibu, epitélij$tinu proliferacijas
un diferenciacijas kontrole, svarigu, glotadas $iinam nepiecieSamu, baribas vielu produkcija,
pieméram, 1so-k&Zu taukskabju (SCFA), aminoskabju sint€éze un uzturvielu SkelSana
(Tappenden et al. 2007).

Pirma dzives gada beigas, katra bérna GI trakta kompozicija, lai arT atSkiriga, jau
lidzinas pieaugusa cilveka GI trakta profilam (Palmer et al. 2007). L1dz pat tris gadu vecumam,
radikalas parmainas uztura (saistitas ar parieSanu no mates piena uz cieto baribu), antibiotiku
lietoSana un izmainas saimniekorganisma fiziologija veicina zarnu mikrobioma dinamisko
sastavu (Koenig ef al. 2011).

Ar cilveka zarnu mikrobiomu saistitie petfjumi iedala individus enterotipos vai grupas,
atkariba no to GI trakta bakteriju kopuma. Enterotipu klasifikacija ir atkariga no specifisku
baktériju ginsu Tpatsvara attiecibam zarnu mikrobioma — Bacteroides (pirmais enterotips),
Prevotella (otrais enterotips) un Ruminococcus (tresais enterotips) (Arumugam et al. 2013).
P&tfjumos minéts, ka cilvékiem, kuru diéta vairak domin& dzivnieku izcelsmes olbaltumvielas
un tauki, Bacteroides Tpatsvars ir lielaks neka to di€tu parstavjiem, kuras domin€ oglhidrati —
Iidz ar to ir lielaks Prevotella daudzums (Wu et al. 2012). Par visbiezako enterotipu uzskata
treSo, kas bagats ar Ruminoccocus, ka ari Akkermansia - abas gintis spg&j degradét mucinu
(Arumugam et al. 2013). Dazi jaunakie p&tijumi gan apstrid termina ‘enterotips’ pareizibu,
minot, ka mikrobioma nav viendabiga sadalfjuma bakterialajas kopas, kas atbilstu noteiktam
enterotipam (Gorvitovskaia ef al. 2016).

Raksturojot zarnu mikrobioma augstakos taksonomiskos Itmenus, galvenie baktgriju
tipi ir Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia un
Fusobacteria (Hermann-Bank et al. 2013). Firmicutes ir gram-pozitivu bakt€riju tips, kura
klaSu pieméri ir Clostridia un virkne laktatu producgjosas baktérijas. Piem&ram, Lactobacillus
un Leuconostoc spp. ir galvenas zarnas sastopamas laktatu producgjosas bakterijas, bet
Actinobacteria ir gram-pozitivas bakterijas ar augstu G+C bazu sastavu genoma, ieskaitot
Colinsella un Bifidobacterium spp. Laktatu producgjosas un Bifidobacteria ir svarigas zarnu
mikrobioma sastava esoSas baktériju grupas, kuras mantojam no mates mikrobioma vai
uznemam ar partiku (Vaughan et al. 2005).

Interesanti ar1, ka, piem&ram, ietekmi uz zidainu zarnu mikrobioma kompoziciju rada
saskarsmes biezums ar majdzivniekiem. Ta vari€ atkariba no piedzimSanas veida, tacu
pieminams, ka paklausana majdzivnieku klatbiitnei palielina divu bakteriju grupu -
Ruminococcus un Oscillospira — daudzumu. STm baktérijam novérota negativa korelacija starp

to Tpatsvaru un bérnu atopiju un aptaukosanos (Tun et al. 2017).
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Pedejo 20 gadu laika ir strauji palielinajusies interese par zarnu mikrobioma
kompoziciju un funkcijam, sekvengsanas metozu attistibas un pieejamibas del (Derrien et al.
2015). Pateicoties plasam un koncentrétam mikroorganismu génu katalogam, kas iegiits no
zarnu mikrobioma pétijumiem, Sobrid ir pieejama iesp&ja identificét bakteriju funkcijas, kuras
ir specifiskas eksistencei zarnu vidé (De La Cuesta-Zuluaga et al. 2017). Funkciju kopumu, kas
nodro$ina mikroorganismu dzivot un attistities sp€ju zarnu vide, sauc par minimalo zarnu
mikrobioma genomu, bet tas bakteriju funkcijas, kas nepiecieSamas homeostazes nodros§inasana
visai ekosist€émai un kuru komponentus kodg€josie géni ir sastopami dazadam sugam, sauc par
minimalo zarnu mikrobioma metagenomu. Paredzams, ka minimalais genoms ir sastopams
lielakaja dala vai visas zarnu baktériju sugas, bet minimalais metagenoms — lielakaja dala vai
visos cilvéka zarnu mikrobioma paraugos. Lai noteiktu minimala genoma kodétas funkcijas,
pienem, ka tas kodgjoSie geni atrodami lielakajai dalai bakteriju sugu un tapec frekvence génu
kataloga butu augstaka neka gé€niem, kas atbild par tikai atseviSkiem mikroorganismiem
piemitosam funkcijam (Qin et al. 2010).

Petijumos tiek ar1 definetas divas svarigakas bakteriju funkciju grupas: (1) kas
nepiecieSamas visam bakterijam un (2) tas, kuras ir specifiskas zarnu traktam. Pirmas
kategorijas funkcijas saistitas ar galvenajiem metabolajiem celiem — centralajiem oglekla
signalceliem, aminoskabju sintézi, un nozimigiem proteinu kompleksiem — ribonukleinskabju
(RNS) un dezoksiribonukleinskabju (DNS) polimerazém, adenozin-tri-fosfata (ATF) sintazi —,
protetniem, kas iesaistits dazadu vielu sekrécija (Qin et al. 2010). Otras kategorijas funkcijas
zarnu trakta dzivojoSie mikroorganismi, kuri potenciali sastada minimalo zarnu mikrobiomu,
galvenokart izmanto energijas ieguvei fermentacijas procesos, dalgji parvérsot cukurus par
SFCA. Ka piemérus bitiskam SCFA var min&t acetatu, kas ir svarigs muskulu, sirds un
smadzenu §inam (Wong et al. 2006), turpreti propionats piedalas aknu glikoneogenézes
procesos, kamer butirati ir nepiecieSami enterocitu proliferacija un darbiba (Hamer et al. 2008).

Zarnu mikrobioms ir svarigs priekSnosacijums organisma dzivotspgjai, lidz ar to
izmainas ta taksonomiskaja un/vai funkcionalaja sastava biezi tiek asoci€tas ar dazadam
slimibam. Diéta ir viens no bitiskakajiem faktoriem, kas ietekm@ zarnu mikrobiomu. Uzturs ar
augstu tauku saturu, it seviski piesatinatajam un trans-taukskabém, ir saistits ar aptaukosanos,
metabolo sindromu un GI saslim$anam. Petfjumos pieradits, ka augsta tauku satura dicta
palielina Firmicutes, bet samazina Bacteroidetes bagatibu cilvéka zarnu trakta, bet, iespgjams,
ka ieverojot zema tauku satura di€tu var noverot tiesi pret€ju efektu. Tas liecina par to, ka
palielinats Bacterioidetes daudzums un noteiktai di€tai raksturigas izmainas zarnu mikrobioma
var tikt asoci€tas ar imiinsisteémas, metabolisma un zarnu darbibas traucgjumiem (Zhang et al.

2015). Rietumu populacijas arT noverojama zemaka Prevotella, bet liclaka Bacteroides un
11



Bifidobacterium sastopamiba, jamin ari, ka Rietumu di€ta samazina Cantenibacterium,
Succinovibrio un Treponema daudzumu zarnas (Amato et al. 2015). GI traktd sastopama
Treponema parasti atrasta ne-cilvéku primatos, ka ar1 cilveku p&tijumos, pienemot, ka min&tas
bakterijas ir artefakti, kas mitinas pilsétu un riipniecisko sabiedribu populacijas (Obregon-Tito
et al. 2015). Interesanti, ka nesena pétfjuma saistiba ar autismu un zarnu traktu problémam,
zinatnieki atklajusi, ka autisma pacientiem ir izteikti mazak dazada zarnu mikrobiala
kompozicija, ar zemakiem Prevotella, Coprococcus, ka arl neklasificéta Veillonellaceae
daudzumiem (Kang et al. 2013).

GI trakta mitosas mikrobialas sabiedribas (rezident-sabiedribas) tiek regulari paklautas
alohtonisku bakteriju, kuras tiek uzpemtas ar uzturu, ietekmei. Neskatoties uz
rezident-sabiedribu rezistenci pret uznemto baktériju kolonizacijas méginajumiem, daudzas ar
uzturu uznemtas bakterijas spej 1slaicigi integréties zarnu mikrobioma sastava, kur tas var
ietekmet ta kompoziciju un rezident-baktériju aktivitati. Tadejadi §1s bakterijas var uzskatit par
“parejosa” jeb tranzit-mikrobioma parstavém, Sim mikrobiomam esot pietiekami dinamiskam
un individualam. Pie iepriekSminétajam bakterijam, galvenokart, pieder bifidobaktérijas,
laktatu producgjosas bakterijas, ka arT propionibaktérijas. STs baktérijas visbiezak sastopamas
ferment€tos &dienos un probiotiku sastava, tadeé] kvantitativi pieskaitamas pie biezak
uznemtajam bakterijam (Derrien et al. 2015). P&tijumos, kur piedalijusies kairinata zarnu
sindroma (IBS) pacienti, noskaidrots, ka fermentéti piena produkti, kura sastava ir
Bifidobacterium animalis, salidzinot ar parastiem piena produktiem, stiprina butiratu un citu
SCFA razoSanu zarnas, ka arm samazina oportunistiska patog€na Bilophila wadsworthia
daudzumu, tadejadi samazinot IBS simptomus. Zinamu un de novo sugu metaboliska
rekonstrukcija liecina par iesp&jamu mijiedarbibu starp rezident-bakt€rijam un ar uzturu
uznemtajam bakterijam, kas varétu but nozimigs faktors kopg&jai zarnu homeostazei. Tiek
uzskatits, ka parejosa mikrobioma bakterijam ir maza ietekme uz zarnu mikrobioma
funkcionalitati, tacu drizak nodroSina labveligu ietekmi uz zarnu mikrobiomu (Veiga et al.
2015). Zarnu mikrobioma sastava, ka arT mikroorganismu daudzveidibas un funkcionalitates
noteik§ana ir nepiecieSama, lai labak izprastu un var€tu pielietot zinaSanas par zarnu

mikrobioma ietekmi uz cilvéka veselibu un labklajibu (Qin et al. 2010).

1.2.2. Paraugu ievakSana, apstrade, analize

Lai analizétu cilveka mikrobiomu, nepieciesams ievakt atbilstoSus paraugus, kas zarnu
mikrobioma gadijuma ir fécu paraugi vai zarnu biopsijas (Tyler et al. 2014). F&cu paraugi
precizak reprezent@s zarnu limenu, bet biopsijas — ar zarnu glotadu asocietos mikrobioma
parstavjus. Tapat ir butiski uzsvert, ka feé€u paraugu iegiiSana ir neinvaziva. Toties neskatoties
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uz biitiskas informacijas potencialu biopsiju paraugos, tos ir griiti ieglit un pacientiem tiek doti
caurejas lidzekli, kas var ietekmet kompoziciju iegiitaja parauga (Donaldson et al. 2015).

Sakotngji mikrobioma analizes metodes tiek iedalitas kultiras-atkarigds un
kulttiras-neatkarigas. Kulturas-atkarigas metodes ietver atsevisku mikroorganismu kultivéSanu
laboratorijas apstaklos. Tomér lielaka dala zarnu mikrobioma parstavju joprojam nav izaudzeti
maksligos apstaklos, jo nav zinamas to augSanas prasibas un vajadzibas kompleksai
mijiedarbibai ar citiem zarnu mikrobioma parstavjiem, bez kuram nav iespg&jama to izdzivosana
(Lau et al. 2016). Sis trikums ir viens no iemesliem, kas veicinaja kultiiras-neatkarigo metozu
attistibu. Divas galvenas kultiras-neatkarigas metodes mikrobioma analizei ir markiergénu
amplikonu (piem&ram, 16S ribosomala RNS (rRNS) géna) vai visa mikrobiala DNS
(metagenoma jeb shotgun) sekvenéSana (Jovel et al. 2016).

16S rRNS ir markiergéns, kuram ir devini variabli regioni, izmantojami prokariotu
klasifikacijai. Katrs regions nodro$ina atSkirigu taksonomiskas izskirtsp&jas dzilumu. Metodes
galvenie trikumi ir nedefinétais géna kopiju skaits katra $ina, un ne visi variablie regioni ir ar
pietickami labu izskirtsp&ju visam taksonomiskajam grupam. Tapat ari rezultati var bt
pielietoto polimerazes k&des reakcijas (PCR) oligonukleotidu specifiski. Ka alternativa metode
eikariotisko mikrobioma parstavju identificeéSanai tiek izmantota 23S »RNS markiergé€na analize
(Cox et al. 2013; Chakravorty et al. 2007).

Turpreti metagenomika lauj pé@tit mikroorganismu funkcijas jeb mikrobioma
parstavetos signalcelus, génu saimes, ka arT taksonomisko informaciju (Arumugam et al. 2013).
Metagenoma sekven€Sana ir spéciga alternativa /6S rRNS sekven&Sanai, 1paSi analizgjot
sarezgitas mikrobialas sabiedribas. Iso-nolasijumu metagenomisko sekveng$anu var izmantot
ekologiski komplicétu paraugu genétiska potenciala visparigam raksturojumam (Qin et al.
2010). Sis metodes trikumi ir vél nepilnigas datubazes, ta ir dargaka par /6S rRNS markiergéna
izmantoSanu, ka ar potencials cilvéka DNS piejaukums paraugos (Methé er al. 2012).
Misdienas populari ir kombin€t metagenoma analizi ar proteomiku, metabolomiku,
transkriptomiku u.c. metodeém, lai iegiitu pilnvertigaku prieksstatu par zarnu mikrobiomu, ta

funkcijam un mijiedarbibu ar samniekorganismu un vides apstakliem (Qin et al. 2010).

1.3. Cukura diabéts

Cukura diabéts (lat. diabetes mellitus) (DM), ir vairaku vielmainas slimibu kopums, kuru
galvena pazime ir hiperglik€mija jeb paaugstinats glikozes limenis asinis. Cukura diab&ta
diagnostikas galvenie kritériji (skatit 2.tabulu): (1) glikozes ITmenis asins plazma tuksa dusa
(vismaz astonu stundu ilgs periods bez kaloriju uznemsanas) virs 7.0 mmol/l, (2) divu stundu

laika p&c orala glikozes tolerances testa glikozes mérfjums virs 11.1 mmol/l , (3) glikozes
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Iimenis asins plazma virs 11.1 mmol/l, neatkarigi no ta, pirms cik ilga laika tikusi ieturéta
maltite, ka arT (4) hiperglikémijas simptomi. Galvenie nearstetas hiperglikeémijas simptomi
ietver regularu urin€Sanu (polidriju), izteiktas slapes vai palielinatu skidruma uzpemsanu
(polidipsiju), neizskaidrojamu svara zudumu, palielinatu &stgribu (polifagiju), ka ari redzes
traucgjumus. Akuta hiperglikémija var izraisit dzivibai bistamas sekas — ketoacidozi vai
neketonisko hiperosmolaro sindromu, kas var radit smagu organisma dehidraciju. Ilgtermina
hiperglikémija ir saistita ar dazadu organu — galvenokart acu, nieru, nervu, sirds un asinsvadu
— bojajumiem un darbibas trauc&jumiem (American Diabetes Association 2010).

Aptuveni 59.8 miljoni jeb 9% eiropiesu vecuma no 20 Iidz 79 gadiem, ieskaitot 23.5
miljonus nediagnosticétu slimnieku, slimo ar DM. Paredzams, ka lidz 2040.gadam DM
slimnieku skaits Eiropa varétu sasniegt 10.7%. Tiek uzskatits, ka 31.7 miljoni jeb 4.8% no
eiropieSiem dzivo ar glikozes tolerances traucgumiem (IGT) un ir 2.tipa cukura diabé&ta riska
grupa. Ik gadu no DM Eiropas regiona mirst aptuveni 627 000 cilvéku, 26.3% no tiem ir zem
60 gadu vecuma (Anonymous 2015).

Cilveéka organisma aizkunga dziedzerT ir -$tinas, kuru galvena loma ir razot, glabat un
sekretét hormonu insulinu. Kad organisma strauji pieaug glikozes limenis, pieméram,
gremosSanas procesu laika, notiek atbildes reakcija, un [B-Stnas izdala insulina rezerves,
vienlaicigi palielinot ta produkciju. ST atbildes reakcija veseliem cilvékiem aiznem apméram
desmit miniites (Gong et al. 2012). DM attistas defektivas insulina sekrécijas, traucétas ta
darbibas, vai abu faktoru kombinacijas d€]l. Cukura diabgts tiek iedalits vairakos veidos, no
kuriem biezak sastopamie ir 1.tipa cukura diabéts (T1D), 2.tipa cukura diabéts (T2D), ka ar1
gestacijas cukura diab&ts (American Diabetes Association 2010).

Aptuveni 5-10% visu cukura diab&ta pacientu slimo ar T1D, kas attistas autoimiinas
B-Stinu iznicinasanas dgl. Visstraujak B-$tinu iznicinaSana noris be€rniem un jaunieSiem, lenak —
pieaugusajiem, un §is process rezult§jas ar absoliitu insulina trikumu un insulina terapijas
nepieciesamibu. Daziem pacientiem, it seviSki b€rniem, var biit smagi simptomi slimibas
sakumstadija, tadi ka ketoacidoze, un infekciju slimibu gadijuma var krasi iestaties izteikta
hiperglikémija (American Diabetes Association 2010).

Visizplatitakais no cukura diab&ta veidiem ir T2D, ar kuru slimo ~90-95% no visiem
DM slimniekiem. T2D pacientiem novérojama insulina rezistence, un parasti ir relativs (nevis
absoliits ka T1D gadijuma) insulina trikums, 1idz ar to nav nepiecieSama insulina terapija.
Lielaka dala T tipa slimnieku ir ar lieko svaru (BMI>30), jo aptaukoSanas, it pasi palielinata
tauku masa ap iekSgjiem organiem, ir viens no galvenajiem faktoriem, kas izraisa insulina
rezistenci. Citi T2D riska faktori ietver novecoSanos, nepictickamu fizisko aktivitasu un

intensitates daudzumu, ka arl nesabalans€tu uzturu (Goodpaster et al. 1999). Tapat tiek
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uzskatits, ka viens no svarigakajiem faktoriem, kas veicina T2D un ari IGT prevalences
pieaugumu, ir populacijas novecosanas — 30.8% no visas Eiropas populacijas ir vecuma starp
50 un 79 gadiem (Anonymous 2015).

Gestacijas cukura diab@ts ir jebkuras pakapes glikozes nepanesamiba ar pirmo
uzliesmojumu griitniecibas laika. ST cukura diab&ta paveida sastopamiba ir no 1 lidz 14 %,
atkariba no pétitas populacijas. Citi, retak sastopami, veidi ietver cukura diab&tu, kuru izraisa
genétiski defekti B-$tinas vai insulina darbiba, punktveida mutacijas mitohondrialaja DNS,
dazadas aizkunga dziedzera slimibas, endokrinopatijas, virusi (citomegaloviruss, adenoviruss
un citi), dazadu medikamentu vai kimisku vielu lietosana un citi faktori (American Diabetes

Association 2010).

2.tabula
Kriteriji cukura diabéta diagnozes noteikSanai.
Table 2
Diagnostic criteria for diabetes mellitus.
Diasnoze Glikoze plazma tuksa 2h glikoze
g dasa (OGTT)*

_ o e 1ewn 6.1 - 6.9 mmol/l (110-125 < 7.8 mmol/l
Traucéta glik€mija tuksa diusa me/dl) (140 mg/dI)
Glikozes tolerances traucgjumi < 7.0 mmol/l (126 mg/dl) 7.8 - 110

mmol/L
>11.0
Diabeéts > 7.0mmol/l (126mg/dl) mmol/l
(200mg/dl)
HbAlc** > 6.5%

*OGTT - Oralais glikozes tolerances tests: glikozes mérijjumi plazma 2h péc 75g glikozes uznemsanas;
**HbAlc - gliketais hemoglobins. Adaptéts pec (World Health Organization, 2006).

1.4. Metformins un ta darbibas mehanismi

Metformins jeb 1,1-dimetilbiguanids ir orali lietojams antidiabgtiskais medikaments, kas,
galvenokart samazina glikozes Itmeni asinis. P&€d&jo 15 gadu laika metformins ir kluvis par
galveno T2D arstniecibas un prevencijas Iidzekli. Plasi atzits, ka metformins uzlabo glikémijas
kontroli ar augstu droSuma profilu, svara nemainiguma vai samazinaSanas efektu, nerada
hipoglik€miju, samazina mirstibu no kardiovaskularajam slimibam, ka arT ir relativi I&ts
(McCreight et al. 2016; Gunton et al. 2003). Metformina izraisitas nevélamas GI blaknes
terapijas laika attistas aptuveni ceturtdalai pacientu, un aptuveni 5% pacientu metformina
nepanesamibas dé€l partrauc terapiju. Biezakie metformina izraisitie GI simptomi ietver sliktu

disu, caureju, vemsanu, védera piiSanos un veédersapes (Dujic et al. 2014).
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Ziditajos metformina biopieejamiba sasniedz 50%, un visvairak tas tiek absorbéts tievaja
zarna, turpinot celu uz aknam, péc tam tiek izfiltréts caur nierem un no organisma izvadits ar
urinu un fécem (2.attels). . Piem&ram, petijumos aprakstitas kavetas iedarbibas metformina
tabletes, kuru dé] metformina uzstikSanas organisma notiek tikai, kad tabletes sasniegusas zarnu
(Goodyear et al. 2001).Cilveka organisma metformins netick metabolizets un ta struktiira
nemainas no uznemsanas lidz izvadiSanai (Song 2016 a). Fiziologiskos apstaklos metformins
eksiste pozitivi ladeta protonu forma, ka rezultata plazmatisko membranu spgj sk&rsot pasivi
difund@jot. Turpreti ta intracellularais transports notiek pateicoties organisko katjonu
transportierim 1 (OCT1) aknas vai organisko katjonu transportierim 2 (OCT2) niergs. Kad
metformins noklist citosola, mitohondriji kalpo ka primarais mérkis, jo pozitiva 1adina dgl
mitohondriju matriksa notiek ta uzkrasanas. Medikamenta apolara oglidenraza sanu kéde
nodroS$ina metformina saistiSanos pie hidrofobam struktiram, ka pieméram, mitohondriju
membranas esoSajiem fosfolipidiem. Kaut gan precizi metformia molekularie darbibas
mehanismi nav zinami, ir pieradits, ka tas inhibé mitohondrialo elpoSanas ke&des
kompleksu 1 (MRCC1), neietekméjot pargjas mitohondriju funkcijas. Metformins lidz ar to
netieSi samazina NADH oksidaciju, protonu stikné€Sanu pari mitohondrialajai membranai,
skabekla paterinu, novedot pie mazaka protonu gradienta, Iidz ar to samazinot adenozina
trifosfata (ATF) no adenozina difosfata (ADF) sint€zi un neorganisko fosfatu sintézi (Viollet et
al. 2012). Adenozina monofosfata (AMF) aktivéta proteinu kinaze (AMPK) ir svarigs
taukskabju un glikozes metabolisma regulétajs, un antidiab&tiskais medikaments metformins
aktive AMPK aknas, ka rezultata acetil-CoA karboksilazes (ACC) aktivitate tick samazinata,
palielinas taukskabju oksidacija, ka arT tick nomakta lipogenézes enzimu ekspresija (Goodyear
et al. 2001). AMPK aktivacija tiek tieSi saistita ar metformina plejotropiskajiem efektiem. Ta
ir filogenétiski konservativa serina/treonina proteinkinaze, kas aizsarga $unu funkciju
veiksmigu darbibu ierobeZotos energijas pieejas apstaklos. AMPK aktivacija notiek
metformina sekundaras darbibas ietekme, palielinoties ieksstinas AMF un ATF attiecibai.
Aktiveta stavoklt AMPK parslédz $tinas no anaboliska uz katabolisku stavokli. Rezultata
glikozes, lipidu un proteinu sint€ze, ka arl Stinu augSana tiek inhibiteta, bet taukskabju
oksidacija un glikozes uznemsana $tinas tiek stimuléta, tadgjadi panakot glikozes Iimena asinis

samazinasanos (Viollet et al. 2012).
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+ Metformins noklast siekalas caur
0OCT3 siekalu dziedzeriem un rada
disgeiziju jeb garsas sajitu izmainas

+ Izmaina Zultsskabju apjomu un
var aktivét Zultsskabju s
receptorus (pieméram, FXR, {8y i
TGR5) i | GLIKOZE

1|

+ Orala biopieejamiba ir 40-60% || t;LlKuGE.'vs;l
+ Lielaka dala tiek absorbéta '

tievaja zarna caur OCT1, PMAT

un SERT

+ Transportieri ir polispecifiski;

citu medikamentu mijiedarbiba
ar metforminu var izraisit ta

nepanesamibu

LAKTATS

NAD+
GLIKOLIZE
NADH LAKTATA

DEHIDROGENAZE
ALANING #——F PIRUVATS

+ Palielina anaerobo glikozes
n— —— utilizaciju un palielina laktita
¢ Palielina kope;o aktivo GLP1 produkciju tievaja zarna par ~10%

+ Var samazinat DPP-4

+ ledarbiba ir tiesa vai netiesa,

pieméram, neirchormonala, vai

caur Zultsskabju ietekméesanu

¢+ [zmaina zarnu mikrobioma
kompoziciju, pieméram, palielinds
Akkermansia muciniphila daudzums

2.attels. Metformina iedarbiba uz cilvéka organismu, tas piemeri. (DPP4 — dipeptidil peptidaze-
4; FXR — farnesoida X faktors; GLP-1 — glikagonam-lidzigais peptids — 1; OCT — organisko
katjonu transporteris; PMAT — plazmatiskds membranas monoamina transporteris; SERT —

serotonina transporteris. Adaptéts pec (McCreight et al. 2016).

Figure 2. Examples of the actions of metformin within the GI tract. (DPP4 — dipeptidyl-
peptidase-4; FXR — farnesoid X receptor; GLP-1 — glucagon-like peptide-1; OCT — organic
cation transporter; PMAT — plasma membrane monoamine transporter; SERT — serotonin

transporter. Adapted from (McCreight et al. 2016).

Medikamenta koncentracija hepatocitos ir augsta, tadél aknas tiek uzskatitas par ta
darbibas primaro lokalizaciju, tacu petfjumi liecina, ka metformina terapeitisko efektu
sasniegSanai btiski ir arT ta darbibas mehanismi cilvéka zarnas. Tas ir noderigas pacientiem ar
metformina izraisitas laktacidozes risku, nieru darbibas trauc€jumiem, kardiovaskularam
disfunkcijam, ka ar1 1slaicigu dehidraciju (Goodyear et al. 2001).

Antidiabé&tiska medikamenta metformina ietekme uz cilvéka zarnu traktu nav skaidra,
tatu zinams, ka tas palielina glikozes uznemsSanu zarnas, lidz ar to, palielinot laktata
koncentraciju enterocttos, kas var sekmét metformina nepanesamibu (Bailey et al. 2008) un
izraistt laktacidozi (Lalau 2010). Metformins rada pastiprinatu GI hormonu vai peptidu, kas

satur GLP-1, sekréciju, ietekmé Zultsskabju enterohepatisko cirkulaciju (kas var ietekméet fecu
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konsistenci, holesterola limeni), ka armT maina zarnu mikrobioma kompoziciju, tadejadi
uzlabojot glikozes Iimena asinis samazinaSanu vai veicinot metformina nepanesamibu
(McCreight et al. 2016; Song 2016).

Masdienas pieaug metformina izmantoSana arl citu terapeitisku mérku sasniegSanai.
Piem&ram, ir zinams, ka cilvéka v€za S§inas metformins inhibé MRCC1 (NADH
dehidrogenazes) aktivitati un $tnu elposanu. Tas inhibg §tinu proliferaciju glikozes klatbiitng,
bet izraisa Stnu navi, kad ir zems glikozes Itmenis (Wheaton et al. 2014). Petijumos pieradits,
ka metforminam ir zinama ietekme ari uz neirodegenerativam slimibam, pieméram, Alcheimera
slimniekos samazinot oksidativo stresu, lidz ar to §tinu bojaeju (Rojas et al. 2013). Metformins
regulé sist€misko metabolismu un palénina novecosanos Caenorhabditis elegans ietekmgjot
mikrobiala folata un metionina metabolismu, noradot uz iesp&jami svarigo metformina lomu
zarnu mikrobioma un §1s mijiedarbibas ietekmi uz cilveka vielmainu (Song 2016 a).

Metforminu biezi apraksta ka insulina jutiguma palielinataju, kas noved pie insulina
rezistences samazinaSanas. To var izskaidrot ar metformina pozitivo ietekmi uz insulina
receptoru ekspresiju un tirozinkinazes aktivitati (Gunton et al. 2003). Metformina pozitivais
efekts uz asinis cirkulgjosam taukskabem samazina arm aptaukojusas aknas simptomus
(Goodyear et al. 2001).
mikrobiomu apraksta asociacijas starp metformina lietoSanu un paaugstinatu SCFA
producgjoSu bakteriju TIpatsvaru (pieméram, Akkermansia spp.), ar1 Escherichia colli,
Intestinibacter spp., Bifidobacterium adolescentis, ka arT izmainam dazados zarnu mikrobioma
parstavju veidotajos signalcelos, kas atbildigi par LPS sintézi, butirdtu un piruvatu
metabolismu. Papildus novérots ar pieaugums signalcelos, kas saistiti ar kofaktoru un vitaminu

metabolismu (Forslund et al. 2015; De La Cuesta-Zuluaga et al. 2017; Wu et al. 2017).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali
3. tabula
Izmantotas aparatiiras uzskaitijums.
Table 3
List of equipment used.
Aparatiira Nosaukums Razotajs Valsts
INTERNATIONAL .
Autoklavs "Olypmatic"” Italija
PBI
Bioanalizatora ) )
) Agilent 2100 Agilent Technologies ASV
Instruments
BluePippin instruments BluePippin Sage Science ASV
Centrifiiga MiniSpin Plus Eppendorf Vacija
Digitala fotokamera EASY 429K Herolab Vacija
Ekrans IM 2305-SQ Pieper GmbH Vacija
Elektroforézes baroSanas
EPS-600 Pharmacia Biotech Spanija
bloks
Elektroforézes vannina Mini-Sub Cell GT Cell Bio-Rad ASV
Fluorometrs Qubit 2.0 Invitrogen ASV
o FastPrep-24 Classic _ )
Homogenizetajs MP Biomedicals ASV
Instrument
Laboratorijas svari BP610 (+/-0,01g) Sartorius Vacija
Mikrovilpu krasns - SCARLETT Krievija
GeneAmp®PCR System . .
PKR aparats Life Technologies ASV
9700
Sekvenators Ion Torrent PGM Thermofisher Scientific ASV
Sonifikators Covaris §220 Covaris ASV
Termostats TDB-120 BioSan Latvija
Udens attiriSanas sisttma | Milli-Q Advantage A10 Millipore Merck ASV
Vortekss FV-2400 Micro-Spin BioSan Latvija
Vortekss MS 3 digital IKA ASV
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Izmantoto laboratorijas piederumu uzskaitfjums.

4. tabula

Table 4
List of laboratory equipment used.
Nosaukums Razotajs Valsts
0.5 ml stobrini Deltalab Spanija
0.5 ml stobrini — Qubit assay tubes Thermofisher Scientific ASV
1.5 ml stobrini Eppendorf Vacija
15 ml stobrini Sarstedt Vacija
Bioanalizatora dsDNA HS kit ¢ipi Agilent Technologies ASV
BluePippin 2% DF V1 kasetes Sage Science ASV
Laboratorijas cimdi Top Glove China
Pipesu uzgali — Biosphere Filter tips N
Sarstedt Vacija
(10 pl, 200 pl,1000 ul)
Pipete — FinnPipette (0.2-2 pl) Thermofisher Scientific ASV
Pipetes — Pipetman Ultra
Gilson ASV
(20-200 pl; 200-1000 pl)
Stativs ar magnétu —
Thermofisher Scientific ASV

DynaMag-2 Magnet

20



Izmantotie reagenti, maisijumi un buferskidumi.

5.tabula

Table 5
List of reagents, solutions and buffer solutions used.

Viela Nosaukums Razotajs Valsts
Agaroze TopVision agaroze 1.2% | Thermofisher Scientific ASV
96% etanols - Jaunpagats PLUS Latvija

Tris baze POCH Polija
TAE buferis 0.5M EDTA SIGMA ASV
Ledus etikskabe SIGMA ASV
Etidija bromids - SIGMA ASV
Mikrobialas DNS
FastDNA® SPIN Kit for
izdaliSanas reagentu . MP Biomedicals, LCC Francija
50i
komplekts
Reagentu komplekts ) )
) _ Qubit dsDNA HS Assay Kit Life Technologies ASV
Qubit sistemai
Reagentu komplekts Agilent HS DNA Analysis ] _
) . ) ) Agilent Technologies ASV

bioanalizatora sist€émai Kit
Krasa 6 X Loading Dye Thermofisher Scientific ASV

6.tabula

Izmantotas datorprogrammas.

Table 6
List of software used.
Nosaukums Versija
Rstudio 1.1.453
R 3.5.0
HUMANN2 0.11.1
MetaPhlAn 1.7.8
Microsoft Office Excel 2016
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2.2. Metodes

2.2.1. Petijjuma dizains

Petijuma (3.attels) tika iesaistiti veseli cilveki, kas atbilda noteiktajiem petijuma
kriterijiem. Par veselu tiek uzskatita persona, kurai nav zinamu saslimsanu pieteikSanas bridi,
kas var€tu ietekm@t petijuma rezultatus. Ieklausanas galvenie kritériji: vecums no 18 lidz 64
gadiem; eiropieSu izcelsme. IzslégSanas krit€riji: alergija pret kadu no antidiab&tiska
medikamenta Metforal 850 mg sastava esoSajam vielam; citu medikamentu lietosana, kas nav
savietojami ar Metforal 850 mg lietoSanu; slimo ar slimibam, kuru arst€Sanai izmanto
metforminu saturoSus medikamentus (piem&ram, 2. tipa cukura diabgts, policistisko olnicu
sindroms u.c.); pe€d&jo divu meénesu laika lietoti sekojosi medikamenti — antibiotikas, probiotiki,
imiinsupresivi medikamenti u.c.; sievietém — iestajusies gritnieciba vai ir ar kriti barojams
berns. Pilns ieklauSanas/izsl€gSanas kritériju saraksts skatams 1. pielikuma. Pirms piedaliSanas
petijuma, katrs dalibnieks tika iepazistinats ar p&tijuma aprakstu un parakstija informétas
piekriSanas formu (skatit 2. pielikumu).

Parbaudes perioda laika dalibnieki aizpildija vispar§jo aptaujas anketu (skatit 3.
pielikumu) un tresaja diena nodeva asins paraugu (11 ml) hematologisko un biokimisko analizu
veikSanai. PEtfjuma laika ta dalibnieki lietoja vienu Metforal 850 mg tableti divas reizes diena
(ar 10-12 stundu intervalu) nedé€las garuma. Visa pétijuma garuma, di€ta un fizisko aktivitasu
limenis tika registréti specifiskas dienasgramatas (skatit 4. pielikumu) un pétijuma nosléguma
aizpildita blaknu anketa (skatit 5. pielikumu). Dalibnieki tika ltgti nemainit sev ierasto
dzivesveidu un uzturu.

Fecu paraugi tika patstavigi ievakti majas apstaklos divas alikvotas, sausa un tira tvertné,
atbilstosi izsniegtajam paraugu ievaksanas protokolam (skatit 6. pielikumu), tam paredz&tajos
stobrinos tris laika posmos: pirms metformina pirmas devas (M0), dienu p&c metformina
lietoSanas uzsaksanas (M24h) un p&c ned€lu ilgas metformina lietoSanas (M7d). Mikrobioma
paraugi péc ievakSanas tika turéti +4°C (ledusskapi) un 24 stundu laika nogadati Latvijas
Biomedicinas pétijumu un studiju centra, kur uzreiz ievietoti -80°C saldétava lidz talakai
apstradei.

Pettjums tika veikts VPP “Biomedicina sabiedribas veselibai” (BIOMEDICINE) projekta
apaksprojekta Nr.2.8. un Eiropas Regionala attistibas fonda (ERAF) 1.1.1.1/16/A/091
“Metformina terapijas ietekmgjoSo faktoru savstarpgjas mijiedarbibas izp&te 2.tipa cukura
diab&ta arst€Sanas efektivitates prognozeéSanai” ietvaros, un ir sanémis atlaujas no Paula

Stradina kltniskas universitates slimnicas Attistibas biedribas Kliniskas izpétes &tikas komitejas
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(Nr.2012.1212 — 10L), Centralas Medicinas Etikas komitejas (Nr.1/16-05-12) un Zalu valsts
agenturas (Nr.17-1723).

P&tijuma periods (dienas)
1]2] 3 4] 5 Jel7]8]9]10
Parbaudes Atklats petamo zalu lietoSanas
periods periods
TepaziSands Digtas dienasgramatas aizpildiSana Telefonvizite
ar petjjuma Asins .
aprakstu; paraugl
Informetas (uflf_sa . 1_\;1(13 MP
piekriSanas dusa) levaksana ievakSana
formas MP
parakstiSana ievakSana NS ring 2% diena / 850mg
Aptaujas
anketas, VIGDB Sy
anketas
anketas o
L aizpildiSana
aizpildiSana

3.attels. Petfjuma dizains. MP — mikrobioma paraugs; VIGDB — Valsts iedzivotaju genoma datu

baze.

Figure 3. Study design. MP- microbiome sample; VIGDB — Genome Database of the Latvian
Population.

2.2.3. Bakterialas DNS izdaliSana no fecem, izmantojot FastDNA Spin Kit

S

W

for Soil
Pievieno 100-150 mg fécu parauga liz€sanas matriksa E stobrina;
Liz&sanas matriksa E stobrinam ar paraugu pievieno 978 ul natrija fosfata bufera;
Pievieno 122 ul MT bufera. Energiski sakrata stobrinu, lai samaisitu;
Paraugu 40 sekundes ar atruma iestatijumu 6.0 homogenizg, izmantojot FastPrep®
Instrument ierici;
Centrifugé 10 mindites pie 14 000 x g;
Ar pipeti parnes supernatantu tira 2 ml mikrocentrifug€Sanas stobrina. Pievieno 250 pl
PPS (Protein Precipitation Solution) un samaisa, apverSot stobrinu 10 reizes.
Nevorteksé!
Centrifugé pie 14 000 x g 5 minites, lai nogulsnes noséstos. Ar pipeti parnes
supernatantu tira 15 ml stobrina;
Resuspende saistiSanas matriksa maisijumu un pievieno 1 ml supernatantam 15 ml
stobrina;
Stobrinu uzmanigi sakrata ar roku, tad novieto uz maisitaja vai maisa, apversot ar roku
2 minttes, tad stobrinu 3 mindtes atstaj stativa, tadgjadi laujot DNS piesaistities

matriksam;
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10.

11

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

Uzmanigi atdala un izlej 500 pl supernatanta ta, lai neaizskartu nosédusos saistiSanas

matriksa slani;

. Sakrata atlikuSo saistiSanas matriksa un supernatanta maisijumu. Ar pipeti parnes 600

ul skiduma uz tiru SPIN™ filtru, centrifugé 1 mindti pie 14 000 x g. Filtratu izle;j.
Atkarto maisiSanu, stobrina atlikusa Skiduma parneSanu uz SPIN™ filtru un
centrifuggsanu. Filtratu izlej;

Uz SPIN™ filtra saistiSanas matriksa slana pievieno 500 pl SEWS-M (sajaukts ar
etanolu attieciba 1,2:1), uzmanigi samaisa pipetgjot ta, lai neaizskartu filtru;
Centrifugg pie 14 000 x g 1 minati. Filtratu izlej;

Nepievienojot papildus Skidrumu, atkartoti centrifugé stobrinu ar SPIN™ filtru 2
minttes pie 14 000 x g, lai atbrivotos no atlikusa mazgasanas skiduma;

Parnes SPIN™ filtru uz jaunu 2 ml stobrinu. SPIN™ filtru 5 miniites istabas temperatiira
Zave.

Pievieno 100 ul DES (DNase/Pyrogen-Free Water), uzmanigi samaisa pipet&jot. Karsé
5 minttes 55°C temperatiira, lai palielinatu iegttas DNS daudzumu;

Centrifugeé pie 14 000 x g 1 mintti, lai elugtu mikrobialo DNS tiraja stobrina. Izmet
SPIN™ filtru;

legitais filtrats satur mikrobialo DNS un to glaba pie -20°C.

2.2.4. DNS agarozes gela elektroforeze

Sagatavo 1,2 % agarozes g€lu. 1,2 g agarozes pulvera pievieno 100 ml 1 x TAE
buferSkiduma; maisfjumu karsé mikrovilpu krasni Iidz agaroze ir pilniba izskidusi.
Pievieno 7 pl etidija bromida, Skidumu burcina apmaisa ar aplveida kustibam.

Agarozes Skidumu atdzesg, 11dz burcinu var noturét rokas. Elektroforézes aparata kariete
ievieto vajadziga izmera kemmiti un ielej agarozes skidumu ta, lai kemmites zari biitu

vismaz 2 mm $kiduma.

. Kad agarozes skidums ir atdzisis un sacietgjis, karieti ar g€lu ievieto elektroforézes

aparata, parliecinoties, ka to parklaj 1 x TAE buferskidums. No g€la uzmanigi iznem
kemmiti, pieturot karieti.

Analiz€jamam paraugam (2ul) pievieno nepiecieSamo daudzumu 6xLoading Dye —
bromfenolzila un ksiléncianola krasvielu maisijumu — samaisa pipetgjot un ienes géla
bedrite. Blakus bedrite iepilda 2 pl 1kb garuma DNS markieri.

Elektroforézes aparatam uzliek vaku un pievieno stravas avotam; veic elektroforézi

~30 min pie 150 mA stravas.
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6. Ggelunovieto uz UV starojuma avota, uzliek plastmasas aizsargvaku; izmantojot digitalo

fotoaparatu un ekranu, nofotografe, izprint€ un izverte iegiitos rezultatus.

2.2.5. Paraugu DNS koncentracijas noteikSana

Ar Qubit fluorometru un Qubit® dsDNA HS Assay Kit reagentu komplektu

Sagatavo paraugus un standartus:

1.

Sagatavo nepieciesamo skaitu (n) 0,5 ml stobrinu. Janem véra, ka nepieciesami divi
papildus stobrini standartiem (n+2);
Atseviska, atbilstosa tilpuma stobrina, sagatavo sekojoSu maistjumu (Qubit darba
Skidumu) — atskaida Qubit dsDNA HS reagentu komplekta ietilpstoso krasu attieciba
1:200 Qubit dsDNA HS buferskiduma.

Qubit dsDNA HS buferskidums — (n+2) x 199 pl

Qubit dsDNA HS reagents — (n+2) x 1 pl
AtbilstoSi markétajiem standartu stobriniem — S1 un S2 — katram pievieno 10 pl
nepiecieSamo standartSkidumu;
Standartiem pievieno 190 pl Qubit darba skiduma, vorteks€ un nocentrifugg;
Katram mark&tajam paraugu stobrinam pievieno 2 pl atbilstosa parauga. Pievieno
198 ul Qubit darba skiduma. Samaisa pipet€jot;

Sagatavotajiem stobriniem lauj inkubg@ties 2 mintites istabas temperattra.

Paraugu un standartu nolasiSana uz Qubit fluorometra:

1.

4.

lesledz Qubit 2.0 fluorometru. Uz galvena ekrana uzspiezZ DNA ikonu, tad izvélas
dsDNA High Sensivity. Paradas standartu nolasiSanas izv€lnes ekrans. Piespiez Yes,
lai nolasitu standartus;

Veic ierices kalibrésanu: pirmo standartu, S1, ievieto fluorometra paraugu kambarf,
aiztaisa vaku un uz ekrana piespiez Read. P&c nolasijuma pirmo standartu iznem un
atkarto soli ar otro standartu S2;

P&éc kalibréSanas pabeigSanas, paraugu kambarl ievieto pirmo paraugu, piespiez
Read ikonu, pe&c nolasijuma (~3 sekundes) iznem paraugu. Instruments parada
mérfjuma vertibu uz ekrana;

Atkarto ieprieksgjo soli visiem paraugiem.
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2.2.6. DNS sonifikacija ar Covaris

1. Pirms sonifikacijas veikSanas, paraugi jaatskaida Iidz 200 ng koncentracijai 50 pl

tilpuma;

2. Veic sonifikaciju pec 300 bp protokola:

a.

lesledz dzes€Sanas sist€ému, parliecinoties, ka tas temperatira ir uzstadita uz
+4°C;

Piepilda sonifikatora fidens tilpni ar dejoniz&tu Gideni lidz 12.5 atzimei (sadala
“Fill”);

Iesledz Covaris S220 instrumentu un datoru, kas ar to savienots;

Atver SonoLab programmu un izvélas atbilstoso sonifikacijas programmu — 300
base pair fragmentation;

Kameér tiek dzesets sonifikatora iepilditais fidens, sapilda korekti atSkaiditos
paraugus speciali sonifikatoram domatajos stikla stobrinos;

Katru paraugu secigi ievieto sonifikatora kapsula un programma piespiez Run,

parauga sonifikacijas ilgums ir 55 sekundes;

3. P&c sonifikacijas veikSanas, atfas€ 2 pl sonificéta parauga, lai nepiecieSamibas gadijuma

varetu veikt sonifikacijas un iegtitas DNS kvalitates parbaudi uz bioanalizatora.

2.2.7. “End repair” un inkubacija

1. Sagatavo sekojosu reakcijas maisijumu:

DNS paraugs 39 ul
End Repair buferskidums | 10 ul
End Repair enzims 1l

Kop¢gjais tilpums: | 50 pl

2. Paraugu inkubg istabas temperatiira 20 miniites;

3. P&c inkubacijas, veic attiriSanu ar magnétiskajam lodité€m attieciba 1:1 (50 pl paraugs +
50 ul lodites);
4. Elug 25 pl TE buferskiduma.
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2.2.8. AttiriSana ar NucleoMag® NGS Clean-up and Size Select
magnétiskajam loditéem DNS fragmentu garuma selekcijai

Lodites 30 min pirms lietoSanas iznem no +4°C un uzsilda lidz istabas temperatiirai,

sagatavo 80% etilspirtu (EtOH):

2.

95% EtOH 8 420 pl
dH,0 1 580 pl

Kopgjais tilpums: | 10 000 pl

1.5 ml stobrinos, X pl paraugam pievieno Y pl sasiluSas un savorteksetas lodites.
Samaisa pipetg€jot, inkub& 5 mintites istabas temperatiira;

Stobrinus liek uz magnéta, inkub€ 3 — 5 min, uzmanigi aizvac supernatantu, neaizskarot
magnétiskas lodites;

Stobriniem atrodoties uz magnéta, lodites divas reizes skalo ar 200 pl svaigi sagatavoto
80% EtOH, apgriezot stobrinu paris reizes ap savu asi;

P&c pedgjas skalosanas ar EtOH, parliecinas, ka ir aizvakts viss Skidrums un atvertus
stobrinus zave uz magnéta 4 miniites istabas temperatiira;

Stobrinus nonem no magnéta un pievieno vélamo tilpumu dH>O vai TE buferskiduma.
Samaisa pipet€jot un inkubg istabas temperatiira 5 mintites;

Tos atkartoti liek uz magnéeta, inkube 3 — 5 mintites;

Supernatantu, kas satur attirito DNS paraugu, uzmanigi neaizskarot lodites, parnes uz

jaunu 1.5 ml stobrinu.

2.2.9. LigeSana
Sagatavo sekojosu reakcijas maistjumu:
DNS paraugs 25ul
Ligesanas buferis (10x) Sul
Barkods 2ul
P1 adapteris 2ul
dNTP 2ul
DNS ligaze 1l

Nick Repair polimeraze | 4 pnl
dH20 oul

Kopgjais tilpums | 50 pl
levieto maistjumu programmé&jamaja termostatd pie sekojo$ads programmas:

25°C — 15 min, 72° C — 5 min, 4°C — oo;
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3.

P&c lig€sanas, veic attiriSsanu ar magnétiskajam loditem attieciba 1:1.15 (50 pl paraugs

+57.5 ul lodites);

4. Elug 13 pl TE buferskiduma.

2.2.10. Fragmentu selekcija péc to garuma, izmantojot BluePippin

instrumentu

Paraugu sagatavoSana:

1.

30 min pirms lietoSanas no ledusskapja iznem BluePippin buferskidumu, atstaj uzsilt
11dz istabas temperatiirai;

DNS paraugiem pievieno nepieciesamo daudzumu TE buferskiduma, lai sasniegtu 30
ul tilpumu.;

Katram paraugam pievieno 10 pl BluePippin buferskiduma/markiera maistjumu — V1;

Paraugus vortekse un centrifugg.

BluePippin optiska sistéma jakalibré pirms katras elektroforézes veikSanas:

1.
2.
3.

BluePippin datorprogramma piespiez Main Tab;

Uzspiez Calibrate;

Atversies atsevisks LED Calibration logs, kura pie kalibracijas statusa japaradas zinai
“Ready for Calibration”. Speciali kalibrésanai paredzeta armatiira jaievieto aparata ta,
lai tiktu aizsegti LED detektori. Tumsajai armatras dalai jabit ar skatu uz leju;
Aiztaisa BluePippin aparata vaku,

Uzspiez Calibrate;

Kalibracijas statusa loga paradisies zina, ka notiek kalibracija. Tiklidz ta bs beigusies,
loga paradisies “Calibration OK”;

Piespiez Exit, lai noklutu programmas galvenaja loga, attaisa aparatu un izpem

armaturu.

BluePippin protokola ieprogrammesana:

1.
2.
3.

BluePippin datorprogramma piespiez Protocol Editor Tab;
Uzspiez Cassette mapi un izvélas 2% DF Marker V1;
Katram celinam uzstada savakSanas diapazona parametru tight un ievada 400 bp pie

nepiecieSama garuma parametra;
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Atzim€é Internal Standards sadalu — izmantos iek$€jos DNS fragmentu garuma
standartus, kas tiks pievienoti katra parauga celina, lai noteiktu laiku, kas nepieciesams
fragmentu selekcijai;

Norada parauga nosaukumu katram celinam tam atziméetaja ailite;

Piespiezot Save As, saglaba protokola iestattjumus.

Sagatavo g€la kaseti paraugu pildisanai:

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

Parbauda, vai g€ls kaset€s nav ieplaisajis — Saja gadijuma celinu nedrikst izmantot.
Parbauda, vai pie elu€Sanas bedritem nav noformgjies burbulis. Ja nepiecieSams,
eluésanas bedrit€ém no mugurpuses izsit burbulus;

Pirms paraugu pildiSanas kaseté, parbauda buferSkiduma Iimenus visas kasetes
buferskiduma tvertn€s — tiem jabut gandriz pilniem, vajadzibas gadijuma piepilda ar
buferskidumu;

Ievieto kaseti optiskaja ligzda;

Nonem baltas sloksnes no kasetes;

Izstic visu buferskidumu no eluacijas bedritem un aizvieto ar 40 pl svaiga elektroforezes
buferskidumu;

Aizltme eluacijas bedrites ar paslim&josam baltam sloksném;

Veic géla kasetes darbibas testu;

Izstic 40 pl buferskiduma no pirmas eluacijas bedrites un iepilda 40 pl ieprieks
sagatavota parauga. Atkarto soli ar pargjiem paraugiem un bedritem;

Kad paraugi sapilditi bedritSs, aiztaisa BluePippin instrumenta vaku. Parbauda, vai
datora ir izvel&ts pareizais programmas protokols un spiez Start;

P&c elektroforézes beigam, eluétos paraugus savac no eluésanas bedriteém, skalo bedrites
ar 10 pl TE buferskiduma, kuru pec tam pievieno eluatam;

Elugtajiem paraugiem pievieno nepiecieSamo daudzumu dH>O, lai iegiitu 60 pl
parauga;

Péc fragmenteSanas veic attiriSanu ar magnétiskajam loditém attieciba 1: 1 (60 pl
paraugs + 60 pl lodites);

Elue 13 pl TE buferskiduma.
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1.

4.

2.2.11. Amplifikacija

Sagatavo sekojosu reakcijas maisyjumu:
DNS paraugs 12.5 ul
Reakcijas maistjums (MasterMix) 50 ul

Fragmentu bibliotekas amplifikacijas oligonukleotidu maistjums

2.5 ul
(Library Amplification Primer Mix)

Kopgjais tilpums | 65 pl

Liek reakcijas maisjjumu programmeéjama termostata pie programmas: 95°C —5
miniites, 8 cikli x (95°C — 15 sek, 58°C — 15 sek, 70°C — 1 min), 4°C — oo;

P&c amplifikacijas veic attiriSanu ar lodit€m attieciba 1: 1.15 (65 pl paraugs + 74 pl
bidu);

Elug 20 pl TE buferskiduma.

2.2.12. DNS kvalitates noteikS§ana, izmantojot Agilent 2100 bioanalizatora

—_

instrumentu

. Izv€las unievieto atbilstoso §lirci Cipa darba stacija, to ievietojot tai paredzetaja aptverg;

Ieslidina $lirci tai paredzetaja atslegas adapterd, tad to ciesi ieskriive Cipa darba stacija;
Atver Cipa darba staciju, pavelkot slédzeni, parliecinas, vai bazes plate atrodas C
pozicija;

Uzstada $lirces slédzeni bioanalizatora Cipa darba stacija — atlaiz slédzenes sviru un

nospiez to Iidz zemakajai pozicijai;

. Pirms sak pildit ¢ipu, parliecinas, ka instrumentam ir uzstadita pareiza programmatiira,

ka arT uzstada vorteksa maisitaju/kratitaju un ta atrumu uzregulé uz 2 400 rpm;
Veic bioanalizatora elektrodu tiriSanu — 1€ni piepilda jebkuru no tirisanas ¢ipa (balta
krasa) bedritem ar 360 pl destiletu H»O, tad pacel bioanalizatora vaku un ievieto
elektrodu tiriSanas Cipu, aizver vaku;
Sagatavo g€la-krasas maistfjumu:
a. Atlauj High Sensitivity DNA krasas koncentratam un g€la matriksam uzsilt Iidz
istabas temperatiirai;
b. Krasas koncentratu vorteks€ 10 sekundes un centrifuge, parliecinas, ka DMSO
ir pilniba atkusis;
c. Pievieno 15 pl krasas koncentrata géla matriksam. Stobrinu aiztaisa ciet un
vorteksé 10 sekundes. Parliecinas, ka krasas koncentrats un g€la matrikss ir
samaisijusies;
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Parnes visu stobrina esoS$o krasas koncentrata un gé€la matriksa maisijumu uz
centrifug€Sanas stobrina filtra tvertni;

levieto centrifug€Sanas stobrinu mikrocentrifiigd un centrifugé 10 miniites
istabas temperattira pie 2 240 g + 20%;

Péc centrifugéSanas filtru izmet. Stobrinu marke un atzZimé pagatavoSanas

datumu, maisTjums jaizmanto ménesa laika;

8. Pilda gela-krasas maisTjumu bioanalizatora ¢ipa:

a.

Pirms lietoSanas atlauj g€la-krasas maisTjjumam uzsilt [idz istabas temperatiirai,
ka arT to nedrikst tur€t tieSos gaismas staros;

Sagatavo jaunu High Sensitivity DNA ¢ipu un ievieto to ¢ipa darba stacija;
Iepilda 9.2 pl géla-krasas maisijuma (€ iezZim&taja bedrite un iespiez to kapilaros,
izmantojot Slirci:

i. Ar taimeri uznem 60 sekundes, parliecinoties, ka S§lirces virzulis ir
novietots pie 1 ml atzimes, aizver darba staciju lidz sadzird klikski, kas
norada, ka ta ir kartigi aizverta;

ii. Nospiez Slirces virzuli lidz galam, [idz tas atbalstas pret Cipa sledzenes
klipsi;

iii. Gaida precizi 60 sekundes, tad atlaiz klipsi;

iv. Parbauda, vai §lirces virzulis atvirzas atpakal Iidz vismaz 0.3 ml atzimei,
pec 5 sekundém Ieni atvelk virzuli [idz 1 ml atzimei;

v. Atver Cipa darba staciju, iepilda katra @ iezZimé&taja bedrité 9.2 pl

g€la-krasas maistjumu;

9. Bioanalizatora Cipam visas 11 paraugu bedrités un bedrite, kas apziméta ar kapnu

simbolu, iepilda 5 pl High Sensitivity DNA sakuma un beigu garuma standartmarkieri

(zalais stobrins);

10. Bedrite, kas apzimeta ar kapnu simbolu, iepilda 1ul High Sensitivity DNA garuma

markieri;

11. Katra paraugu bedriteé iepilda 1pl atbilstosa parauga, vai ari papildus 1l

standartmarkiera, ja bedrite netiek izmantota;

12. No bioanalizatora aparata iznem Cipu ar destiléto Gideni, atstdj instrumenta vaku vala,

atlaujot elektrodiem pec tiriSanas noziit (aptuveni 10 sekundes);

13. Bioanalizatora Cipu ar paraugiem ievieto horizontali vorteksa maisitaja un vorteksé 60

sekundes;

14. Cipu atbilstosi ievieto bioanalizatora instrumenta un uzmanigi aizver vaku;
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15. Atver 2100 Expert programmu un izvélas augstas jutibas dubultpavedienu DNS (HS
dsDNA assay) parbaudes protokolu;

16. Aizpilda nepiecieSamo informaciju — paraugu nosaukumus un komentarus;

17. Piespiez Start ikonu; péc bioanalizatora Cipa analiz€Sanas beigam, noverté paraugu

koncentraciju, tiribu un fragmentu garumus.

2.2.13. Sekvenesana ar IonTorrent Proton sekvenatoru

Gatavas metagenoma fragmentu bibliote€kas tika nodotas apmacitam laboratorijas
specialistam, kurs§ veica lielapjoma paralélo sekveng&Sanu.

Balstoties uz bioanalizatora noteikto koncentraciju, paraugi tika atSkaiditi lidz 8 pM
koncentracijai. Apvieno ~25 paraugus uz viena cCipa, lai izmantotu pilnu sekvengSanas
kapacitati jeb 60 lidz 80 miljonus nolasijumu. Sakuma tiek veikta emulsijas PCR ar lon
OneTouch iekartu un lon PI™ Hi-Q™ OT2 200 reagentu komplektu, vadoties péc razotaja
instrukcijam. SekvengSanai tika izmantots lon PI™ Hi-Q™ Sequencing 200 reagentu
komplekts un tam atbilstoss lon PI™ Chip Kit v3.

Katra parauga paredzgetais parklajums ~3 miljonu nolasijumu. Paraugu izvietojums uz

Cipa tika planots ta, lai visi paraugi no viena individa biitu uz viena Cipa.

2.2.14. Datu analize un statistika
No sekvenatora iegiitie dati tika analizéti divos veidos: (1) ar HUMAnN2
(Abubucker et al. 2012), lai noteiktu izmainas génu saimju un signalcelu parstavnieciba
paraugos, (2) ar MetPhlAn (Segata et al. 2012), lai analizétu paraugu taksonomisko sastavu. So
datu pirmapstrades dalu veica bioinformatikas specialists.

No pirmapstrades programmam iegiito rezultatu faili talak tika apstradati MS Excel —
tika veikta datu filtréSana un noformesana talakai izmantoSanai R programma. Faila, kurs$
saturgja informaciju par signalcelu parstavniecibu, statistiskajai analizei tika atlasiti tikai tie
signalceli, kuri bija sastopami vismaz 70% paraugu. Tas pats tika veikts faila, kurs saturgja
informaciju par génu saimju parstavniecibu. Taksonomiska ipatsvara noteikSanai dati tika
filtréti un grup@ti pec taksonomiskajiem Itmeniem, ka arT sadaliti dalas atkariba no augstaka
taksonomiska Iimena (valstis — arheji, bakterijas, virusi). Statistiskajai analizei arT tika
izmantotas tikai tas taksonomiskas grupas, kuras tika noveérotas vismaz 50% paraugu. Balstoties
uz taksonomisko sastavu gints liment, tika aprékinata katra parauga ieksgja jeb a-daudzveidiba
péc Sanona indeksa (Shannon 1948). Sanona indeksa izmainu biitiskuma novértésana tika

veikta ar neparametrisko Vilkoksona testu. Starpparaugu jeb p-daudzveidiba tika noverteta
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izmantojot neparametriskas multidimensionalas meérogosanas (NMDS) analizi. Atskiribu
butiskums starp dazadam paraugu grupam tika novertets ar permutaciju multivariacijas analizi
— PERMANOVA (permutacijas = 9999).

Statistiski biitisko izmainu noveértésana gan taksonomiskaja, gan funkcionalaja profila
tika veikta R programma ar statistiskajiem rikiem, kas ietverti paka edgeR. Rezultati tika
korigéti ar $aja paka ietverto false discovery rate (FDR) korekciju. Tapat analize tika izmantotas

izmantoti r1ki, kas integréti programmas R, HUMAnN2, MetPhlAn.
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3. REZULTATI

Bakalaura darba ietvaros tika analiz&tas zarnu mikrobioma kompozicijas un funkcionala
profila izmainas nedélu ilgas antidiabétiska medikamenta metformina lietoSanas ietekmée
17 veseliem individiem — 4 virieSiem (26%) un 13 sievietem (76%). Katrs individs ievaca tris
fécu paraugus petijuma dizaina noteiktajos tris laika punktos (kopa 51 paraugs). Visi petijuma
dalibnieki p&tijuma beigas aizpildija blaknu anketas (skatit 7.pielikumu). Analizgjot registrétos
datus, noverotas blaknes tika sadalitas tris grupas — (1) blaknu nav, (2) vieglas blaknes vai (3)
smagas blaknes — Skidra v&dera izeja, caureja, vemsSana. Starp 12% pétijuma dalibnieku blaknu
nebija vispar, 47% - vieglas, bet 41% - smagas blaknes. Analizéto 17 individu raksturojums
apkopots 7. tabula. Vidg€ja koncentracija no feécu paraugiem izdalitajai mikrobialajai DNS bija
103.3 + 48.2 ng/ul. Pec sekvenésanas iegiitais nolasijumu daudzums uz paraugu bija vidgji 3

368 056 = 1 574 814 sekvences.

7.tabula.
Petfjuma dalibnieku raksturojums
Table 7.
Characterization of the study participants
Parametrs Vértiba References intervals
Vecums (gadi), mediana [IQR] 28 [10] 18-64
KMI, mediana [IQR] 24.1 [3.5] <30
Siev. - <31
ALAT (U/l), mediana [IQR] 19 [12]
Vir. - <41
Kreatintns (umol/l), mediana [IQR] 71 [17] Siev. ~ 30-50
reatinins (umol/l), mediana
Vir. — 30-106
Glikoze plazma (mmol/l), mediana [IQR] 4.9210.48] 3.30-5.89

ALAT - alanina aminotransferaze, KMI — kermena masas indekss, IQR — starpkvartilu

diapazons (interquartile range).
Sakotngji tikai novertéts un salidzinats iegutais zarnu mikrobioma taksonomiskais

sastavs un ar to asocitie parametri. 4. attéla paradita 21 visvairak parstavéta taksonomiska

grupa sugas limeni, atspogulojot augstu daudzveidibu starp individiem. So novérojumu
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apstiprina ar1 veiktas permutacijas analizes (PERMANOVA) rezultats, kas iegiits salidzinot

paraugu grupas atkariba no piederibas individam: R>=0.77, p=0.0001.
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4.attels. Taksonomiskais sastavs sugas Itmenf, izteikts procentuali, visos analiz&tajos paraugos.
Katrs individs apzim@ts ar projekta specifisku identifikacijas kodu. Paraugi apziméti ar
numuriem: 1 —pirms metformina lictoSanas uzsaksanas (M0), 2 — 24h p&c metformina terapijas

uzsakSanas (M24h), 3 — 7 dienas péc metformina pirmas lietoSanas (M7d).

Figure 4. Taxonomical composition on species level, presented in percentage, across all
analysed samples. Each individual is depicted with a specific identification coe. Samples are
numbered — 1 — before the first metformin dose (MO0), 2 — 24 hours after taking metformin for

the first time (M24h), 3 — after 7 days long metformin administration (M7d).
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Tam sekoja starpparaugu jeb P-daudzveidibas analize, izmantojot neparametrisko
multidimensialo mérogosanas (NMDS) grafiku (5.att€ls). Salidzinot paraugu pirms metformina
lietoSanas (MO) ar abiem paraugiem, kas iegtiti metformina lietoSanas laika vai uzreiz péc tas
(M24h un M7d) (5. attels pa labi), tika iegiits buitisks permutacijas analizes (PERMANOVA)
rezultats: R?=0.76, p=0.0001.
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5.attels. Starpparaugu daudzveidibas noverteésana, izmantojot NMDS grafiku. Kreisaja
pus€ redzamas salidzinatas visas tris paraugkopas — MO (sarkans), M24h (zals), M7d (zils), bet
labaja — MO (sarkans) un M24h+M7d (zal$). Katrs individs apziméts ar citu simbolu. Elipses

apzimé 90% ticamibas intervalu katrai paraugu grupai.

Figure 5. Evaluation of inter-sample diversity by NMDS. On the left side visible all
three sample groups — MO (red), M24h (green), M7d (blue), on the right side — MO (red) and
M24h+M7d (green). Each individual is depicted with a different symbol. Ellipsis represent 95%

confidence interval for each group.

Lai novertetu visparigas reprezentativas mikrobioma kompozicijas svarstibas
metformina terapijas laika un atSkiribas starp pétijuma dalibniekiem, tika veikta analize péc
Bray Curtis distancém 72 sastopamajam mikroorganismu gintim (skatit 6.att€lu), apkopojot

rezultatus ipatsvara izmainas daudzkrasu rezgi (heatmap).
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6.attels. Daudzkrasu rezgis, kas reprezenté paraugkopa sastopamo 72 mikroorganismu ginsu
Tpatsvaru (logaritmiskaja skala) visos analiz&tajos paraugos un analiz€to paraugu hierarhisko

grupésanos.

Figure 6. A heatmap representing 72 of all the microorganism genera (abundance in logarithmic

scale) across all samples and the hierarchical clustering of samples.
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Metformina terapijas laika izraisito izmainu novertéSanai tika izmantota ari paraugu
iek3gjas jeb a-daudzveidibas noteik$ana, péc Sanona indeksa (7.attéls). Veicot neparametrisko
Vilkoksona testu, tika savstarpgji salidzinatas paraugu grupas, un netika iegilita neviena
statistiski butiska vertiba, tomér kopuma redzama tendence, ka vertibas metformina lietoSanas

laika samazinas.
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Paraugs
7.attels. Iek$Eja jeb a-daudzveidiba, aprekinata péc Sanona indeksa. Ta vértibas tiek attélotas
violin-grafika, kur§ apvieno kastveida un nogriezna procentilu diagrammu (boxplot) (taja

redzama mediana, IQR) un Kernela blivuma grafiku.

Figure 7. Inner (o) diversity, calculated by Shannon index. Values of Shannon index are
represented in a violin plot, each combines boxplot (median, IQR are shown) and Kernel density

plot.

Talakaja statistiskaja analizg tika ieklautas tikai tas taksonomiskas grupas, kuras bija
sastopamas vismaz 50% analiz€to paraugu, bet signalceli un génu saimes — >70% paraugu.
Izmainas taksonomiskaja sastava tika noverteétas taksonomiskajos limenos ar vislielako

daudveidibu — gints un sugas. Ar edgeR veiktas statistiskas analizes rezultati apkopoti 8.tabula.
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8.tabula

Tris butiskako izmainu parstavji starp paraugu ievaksanas laikiem gints un sugas limenos.

Table 8
Top three representatives of most significant changes between samples at genera and species
levels.
Taks.o “‘fm‘s“a Paraugi Nosaukums LogFC | P-vertiba FDR
vieniba
MO un Barnesiella -0.90 0.09 0.98
M24h Peptrostreptococcaceae noname -0.85 0.19 0.98
Bifidobacterium -0.49 0.20 0.98
MO un Peptrostreptococcaceae_noname -1.98 <0.01 0.12
Gints M7d Barnesiella -1.54 <0.01 0.12
Bifidobacterium -0.80 0.05 0.41
Escherichia 2.23 0.02 0.78
MR [Akkermansia 1.70 0.08 0.79
Streptococcus 1.16 0.11 0.79
MO un Barnesi?lla intestinil.wminis -0.96 0.05 1.00
M24h Bacteroidales bacterium -0.86 0.20 1.00
Streptococcus salivarius -0.97 0.20 1.00
MO un Barnesiella intestinihominis -1.71 <0.01 0.05
Suga M7d Bifidobacterium longum -1.27 <0.01 0.21
Parabaceroides merdae -1.27 0.03 0.50
M24h Escherichia coli 1.97 0.07 0.97
un M7d Akkermansia municiphila 1.46 0.12 0.97
Roseburia inulinivorans 0.75 0.14 0.97

Lai talak izskaidrotu taksonomisko grupu Ipatsvara izmainu iesp&jamo saistibu ar

funkcionalo profilu, tika veikta signalcelu parstavniecibas analize. Tas ietvaros netika noverotas

statistiski biitiskas izmainas. legttas izmainu tendences apkopotas 7. pielikuma. Visbeidzot,

tika noteiktas atseviSku génu saimju parstavniecibas izmainas, lai novertétu iesp&amo

metformina lietoSanas ietekmi uz atseviskiem signalcelu posmiem (9.tabula).
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9.tabula

Desmit génu saimju parstavji ar biitiskakajam izmainam starp paraugu ievaksanas laikiem

Table 9
Top ten representatives of most significant changes across all samples in gene families.
Paraugi Geénu saimes nosaukums LogFC | P-vertiba | FDR
F6C877 -1.95 <0.01 1.00
WOETE9 - Aminotransferase -1.54 <0.01 1.00
R5ETH3 - Undecaprenyl-phosphate glucose 135 <0.01 1.00
phosphotransferase
5 R6BLO3 - 308 ribosomal protein S17 2.58 <0.01 1.00
%‘ R5F4L3 - Zinc metalloprotease -1.41 <0.01 1.00
E R5F736 - Uncharacterized protein -1.22 <0.01 1.00
o F6C883 -1.16 <0.01 1.00
= R5‘EP‘70 - Competence Rrotein ComEA helix- 136 <0.01 1.00
hairpin-helix repeat region
R7CHTI - Ace{yl—CoA decarbonylase/synthase 112 <0.01 1.00
complex subunit gamma
R5F3E4 - Uncharacterized protein -1.30 <0.01 1.00
R5F1J0- Peptidase M23 family -2.50 <0.01 0.06
R5F736 - Uncharacterized protein -2.39 <0.01 0.06
WOETE?Y - Aminotransferase -2.42 <0.01 0.13
R5F1Y4 - Glycosy! transferase -2.25 <0.01 0.27
IS R5F875 - Uncharacterized protein -2.19 <0.01 0.36
E R5EYK3 - Adenylosuccinate lyase -2.05 <0.01 0.36
B R5F479 - Outer membrane protein/protective
% antigen OMAS7 -2.06 <0.01 0.36
WOETNS - Gliding motility-associated protein 514 <0.01 0.36
GldM
R5F400 - Uncharacterized protein -2.13 <0.01 0.36
R5F604 - Uncharacterized protein -2.06 <0.01 0.36
R6GCAQ - DNA-binding helix-turn-helix protein 1.59 <0.01 1.00
R6GUY92 - YheO-like protein 1.87 <0.01 1.00
R6GCQ6 - Uncharacterized protein 1.49 <0.01 1.00
IS R6L6MY - ABC transporter ATP-binding protein | -1.29 <0.01 1.00
E ROLV30 - Aspartokinase -1.22 <0.01 1.00
::3 COB4K6 - Histidine kinase A domain protein 1.62 <0.01 1.00
S R6G768 - Phosphoribosylglycinamide 135 <0.01 1.00
= Sformyltransferase ' )
R6G8J2 - Ppx/GppA phosphatase family protein 1.56 <0.01 1.00
BOPDD4 - Uncharacterized protein -2.23 <0.01 1.00
R6FZ17 - Uncharacterized protein 1.20 <0.01 1.00
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4. DISKUSIJA

Metformins ir orali lietojams antidiab&tiskais medikaments, kura galvenas funkcijas ir
glikozes limena samazinasana asinis, neradot hipoglik€miju. Tas ir viens no galvenajiem T2D
arstniecibas un prevencijas lidzekliem, uzlabojot glik€mijas kontroli ar augstu droSuma profilu,
svara nemainiguma vai samazinaSanas efektu. Metformins potenciali samazina mirstibu no
kardiovaskularajam saslimSanam, ka arT ir plasi pieejams, zemo izmaksu dé] (Gunton et al.
2003; McCreight et al. 2016) Metformina ieteckme uz zarnam nav skaidra, ta¢u, piem&ram,
palielinot glikozes uznemsanu zarnas, tas palielina laktata koncentraciju enterocitos, kas var
izraistt metformina nepanesamibu (Bailey et al. 2008). Tas rada pastiprinatu GLP-1 saturosSu
GI hormonu vai peptidu sekréciju, ietekme zultsskabju enterohepatisko cirkulaciju, ka art maina
zarnu mikrobioma kompoziciju, tadejadi sekméjot iepriekSminétas antidiab&tiskas Tpasibas
(McCreight et al. 2016; Song 2016).

Bakalaura darba ietvaros tika iegiti rezultati par taksonomiska un funkcionala profila
izmainam metformina terapijas ietekme veselos individos. Novérotas tendences dalgji sakrit ar
literattra aprakstitajam sakaribam, tomér iegiitie rezultati papildina esoSas zinaSanas par
metformina ietekmi uz zarnu mikrobiomu, sniedzot jaunu ieskatu metformina ierosinatajas
izmainas funkcionalaja profila.

Petijums veikts longitudinala dizaina, kur katra individa pirmais ievaktais paraugs,
pirms terapijas uzsaksanas, kalpo ka kontrole talakajiem paraugiem, kas ievakti petijuma laika.
Sai petijuma longitudinala dizaina plusi ietver iesp&ju iegit plasaku skatfjumu uz katra individa
mikrobioma daudzveidibu, mikroorganismu sastopamibu vai neesamibu mikrobioma, relativo
mikroorganismu daudzuma noteikSanu taja. Longitudinala dizaina izmantoSana palidz noteikt
mikrobioma Tpasibas, kuras nebiitu redzamas no vienreizgjas paraugu ievaksanas, pieméram,
mikrobioma svarstigums starp atseviskiem laika posmiem, vai ta noturiba, atkopjoties péc
trauc€jumiem (Goodrich et al. 2014), kas Saja gadijuma tiek ierosinati ar metformina lietoSanu.

Sakotngji tika statistiski noverteta starpindividuala daudzveidiba sugas Iiment,
izmantojot PERMANOVA testu. legiitais rezultats bija statistiski bitisks, kas apstiprina
literatura aprakstito par zarnu mikrobiomam raksturigo individspecifisko strukttiru (Lozupone
et al. 2012). To apstiprina arT daudzkrasu rezgis (6. att€ls), kura novérojams, ka hierarhiskais
koks, galvenokart, grup&jas peéc individiem.

Veicot salidzindjumu Sanona indeksam dazados pétijuma laika posmos, netika iegiti
statistiski butiski rezultati, tom&r vizuali noveértgjot 7. att€lu, redzama tendence, ka Sanona
indeksa vertiba palieck mazaka (medianu vértibas samazinas). Tas sakrit jau ar ieprieks
pieradito, ka lietojot metforminu dalai individu novérojama biitiska a-daudzveidibas

samazinasanas, gan petijumos pelés, gan diab&tiku populacija (Forslund et al. 2015; Wu et al.
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2017). V&l nepublicétos datos par metformina ietekmi uz zarnu mikrobioma kompoziciju
veselos individos, kur veikta analize balstita uz /6S »RNS markiergénu, ir atklats, ka jau pec 24
stundam nove€rojama strauja un biitiska mikrobioma daudzveidibas samazinaSanas. Turpret,
pec septinu dienu ilgas metformina lietoSanas paraugos noveérojama neliela $1s daudzveidibas
atjaunosSanas, kas var€tu liecinat par mikrobioma parstavju pielagoSanos metformina lietosanai
(Elbere ef al. 2018 (nepubl.dati)). lesp&jams, palielinot p&tijuma paraugkopu, ar ar So metodi
noverotas izmainas o-daudzveidiba butu statistiski biitiskas.

Analizgjot taksonomiskas grupas (skatit 8. tabula), kas sastopamas paraugos, tika
novérotas Tpatsvara izmainas vairakam bakterijam. Pieméram, Barnesiella gints un Barnesiella
intestinihominis sugas TIpatsvars pakapeniski samazinas gan péc 24h (p=0.05), gan p&c septinu
dienu (p=0.001) ilgas metformina liectoSanas. Visbiitiskakas izmainas tika novérotas tiesi
Barnesiella intestinihominis sugai, kuras saglabajas art pec FDR korekcijas. Bacteroidetes tipa
Barnisiella gints baktériju metabolisma galaprodukti ietver butirat- un izo-butiratskabes, kamér
sukcinat-, propionat- un acetat-skabes ar1 var tikt producétas (Sakamoto et al, 2009). Petijumi
paradijusi, ka Barnesiella ir visbiezak sastopama no nesen klasificetajam bakterijam vesela
cilveka zarnu mikrobioma (Wylie ef al. 2012), iesp&jams, ka Barnesiella baktgrijam piemit ar
pretickaisuma darbiba pelés (Weiss et al. 2014). Barnesiella un Akkermansia izmainas
Tpatsvara ir aprakstitas pret&ja virziena ditas ietekme — Barnesiella daudzumam samazinoties,
Akkermansia daudzums pieaug, un $adas izmainas ir asoci€tas ar antidiab&tisku ietekmi
(Marietta et al. 2013). Nemot vera, ka literatiird atrodami pretrunigi dati par $ts bakteriju sugas
ietekmi uz saimniekorganismu, ir griti spriest par tas izmainu nozimi metformina terapijas
laika. Iesp&jams, $is pretrunas var izskaidrot, jo dala no p&tjjumiem veikti pelés, bet dala —
cilvekos, ka arT pastav varbiitiba, ka dazadas Barnesiella funkcijas nodroSina atskirigi tas celmi.
Tomér, nemot vera ieprieks noveroto Marrietta et al. petijuma, ir iesp&jams izvirzit pien€mumu,
ka §1 bakalaura darba nove€rojamais Barnesiella patsvara samazinajums un Akkermansia
Tpatsvara pieauguma tendence ir raksturojami ka viens no mehanismiem, ka metformins
nodroS$ina savas antidiab&tiskas pasibas.

Turpinot analizet taksonomiskas grupas, kas sastopamas paraugos, tika noverotas
butiskas (pirms FDR korekcijas) Tpatsvara izmainu tendences gan Bifidobacterium gints
(p=0.05), gan Bifidobacterium longum sugas (p=<0.01) Iimeni p&c septinu dienu ilgas
metformina lictoSanas. IeprickSminétas baktériju daudzums gan gints, gan sugas Iimeni
samazinas. Vienlaicigi ar aprakstitajam izmainam Bifidobacterium gints Tpatsvara ir
novérojama Escherichia gints Tpatsvara piecauguma tendence. Literatiira aprakstits, ka
B. longum ir probiotiski celmi, kuriem piemit preventiva iedarbiba pret patogénajam FE.coli

(Sugahara et al. 2015). Ieprieks pétijumos par metformina un zarnu mikrobioma kompozicijas
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mijiedarbibu, metformina blaknes saistitas ar E.coli daudzuma pieaugumu (Forslund et al.
2015; Wu et al. 2017). To var€tu attiecinat arl uz bakalaura darba datiem, jo, iespgjams,
noverotas vieglas vai smagas blaknes pétijuma dalibniekiem butu iesp&ams izskaidrot ar
labveligas B. longum Tpatsvara samazinajumu un tai sekojoSo patogénas E.coli daudzuma

pieaugumu.

Gints Ilimen1 redzama arT biutiska (pirms FDR) tendence samazinaties
Peptrostreptococcaeae_noname gints (p=<0.01) ipatsvaram starp MO un M7d paraugiem.
Peptrostreptococcaeae dzimtas parstavji literatira visbiezak asoci€ti ka normalas zarnu
mikrobioma esosas baktgrijas, tacu to proporcija ir augstaka veselos individos neka tiem,
kuriem ir zarnu mikrobioma disbioze, noradot, ka Peptrostreptococcaeae palidz nodroSinat
zarnu homestazi (Fan ef al. 2017). Ar1 bakalaura iegtitie rezultati apstiprina literatira minéto,
paradot, ka Peptrostreptococcaeae Tpatsvara samazinajums liecina par zarnu mikrobioma
disbalansu, nosaciti izskaidrojot metformina lietoSanas blaknes. IepriekSminétas dzimtas
parstavju Ipatsvara pieaugums saistits arT ar cilvéka kolorektalo vézi un adenomam, salidzinot
ar ne-veza audiem (Tsoi et al. 2017). Tas var€tu noradit uz iesp&jami terapeitisko metformina

ietekmi uz zarnu mikrobiomu — samazinot §1s dzimtas parstavju Tpatsvaru.

Lai talak izskaidrotu taksonomisko grupu Ipatsvara izmainu iesp&jamo saistibu ar
funkcionalo profilu, tika veikta signalcelu parstavniecibas analize, kuras ietvaros netika
noverotas statistiski biitiskas tendences. Kopuma visos salidzinajumu paros tika novérotas ar1
izmainu tendences vairakiem signalceliem, kas raksturigi eikariotiem. To varétu izskaidrot ar
tadu eikariotisko organismu klatbiitni ka s€nes un vien$iini vai ar cilveka genomiskas DNS
potencialu piejaukumu mikrobioma paraugos, kas saglabajies, neskatoties uz datu pirmapstradé
veikto cilveka DNS sekvencu aizvaksanas filtracijas soli (Methé et al. 2012).

Iesp&jams, ka 1saja pétijuma laika posma netika noverota ietekme uz visu signalcelu, bet
tomer ir iesp&jams identificét efektus uz atseviskiem ta posmiem, tadgjadi redzot tendencu
izmainas atseviskas génu saimé&s. Veicot génu saimju analizi, dala no statistiski biitiskajiem
rezultatiem pirms rezultatu korekcijas ar FDR attiecas uz maz aprakstitiem gé€niem. Lidz ar to
nav iesp&jams interpretet to izmainu iesp&jamo lomu metformina lietoSanas konteksta. Viens
no relativi plasak pétitajiem géniem, kura samazinajums novérojams starp MO un M7d
paraugiem, kod€ peptidazi M23, kura UniProtKB (Bateman et al. 2017)datubaze tiek paradita,
ka dala no Barnesiella intestinihominis genoma. Peptidaze M23 ir B-Iitiska metalopeptidaze
(Rawlings et al. 2014). P&tijumos aprakstits, ka dazi metali sekm& T2D patofiziologiju, ka ari
zinams, ka metformins piesaistas pie metaliem joniem. leprieks ir pieradits, ka metformina
regulétie géni zarnu mikrobioma kodé metaloproteinus vai metala transporterus (Wu et al.
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2017), ta ka bakalaura darba ietvaros noverots, ka metformina ietekm& samazinoties
Barnesiella daudzumam, samazinas ar1 peptidazes M23 daudzums, tas iesp&jams, liecina par
samazinatu metaloproteinu noardisanu.

Par vienu no trikumiem $im p&tjjumam un metagenoma pétijumiem kopuma var minét
datubazes — neskaidribu par to precizitati, lai arT tas regulari tiek papildinatas. Tas var novest
pie kludainiem rezultatiem, analizgjot datus.

Statistiski butisko rezultatu neesamiba p&c FDR korekcijas varétu tikt skaidrota ar
attiecibu starp mazo paraugu skaitu un lielu analiz&jamo parametru skaitu. Sads faktoru
salikums samazina statistisko jaudu un liedz identificet paraugkopa esosas patiesas izmainas.
Turpinot p&tijjumu ir uzsakta papildus metagenoma biblioteku sagatavoSana (Sobrid sagatavotas
21 biblioteka) no jauna iesaistitajiem p&tjjuma dalibniekiem; kopgjais petfjuma dalibnieku
skaits ir 35. Tas nakotné nodroSinas lielaku analiz€jamo paraugkopu esoSo rezultatu
apstiprinaSanai un plasakas analizes iesp€jas funkcionala profila un taksonomiska sastava
novertéSanai, pieméram, korelét noverotas izmainas taksonomiskaja profila ar dictas
dienasgramata registréto informaciju. Precizakai funkcionalo izmainu izvértéSanai biitu
nepieciesams veikt metatranskriptoma analizi zarnu mikrobioma paraugos. Talak vargtu veikt
arT metformina ietekmes detaliz€taku novertésanu uz butiskakajiem signalceliem in vitro.

Bakalaura darba ietvaros tika izanaliz&ti 17 individu fécu paraugi, kopuma sastadot 51
paraugu. Darba ietvaros iegiiti rezultati par metformina terapijas izraisitajam tendencém gan
taksonomiska, gan signalcelu un génu saimju liment. legiita informacija varétu tikt izmantota,
atlasot T2D pacientus to klasificéSanai grupas, balstoties uz zarnu mikrobioma kompoziciju.
Tas veicinatu personaliz€tas medicinas attistibu, prognozgjot terapijas efektivitati specifiskas

pacientu grupas.
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1.

Secinajumi
Metformins ierosina lidzigas taksonomisko un funkcionalo izmainu tendences,
neskatoties uz variaciju zarnu mikrobioma kompozicija starp individiem.
Metformins palielina Barnesiella gints un Barnesiella intestinihominis sugas Ipatsvaru,
kas varétu but viens no mehanismiem, ka metformins nodroSina antidiabéta
terapeitiskos efektus.
Metformina lieto$ana paliclina Barnesiella gints genoma esosas peptidazes M23 génu

saimes Tpatsvaru, kas norada uz mazaku metaloproteinu skelSanu zarnu mikrobioma.

45



Pateicibas
Velos izteikt pateicibu darba vaditajai MSc. biol. Ilzei Elberei par konsultéSanu un
ieteikumiem pétijuma veikSana un darba tapSana, un Dr.biol. Renatei Rankai par recenzéSanu.
Velos pateikties brivpratigajiem, kuri iesaistijas petijuma.
Pateiciba ar1 Dr.biol. Janim Klovinam un Latvijas Biomedicinas petijumu un studiju

centram par iesp&ju izstradat bakalaura darbu.

P&tfjuma finansgjums:

1) Valsts petijumu programmas ,,Biomedicina sabiedribas veselibai” projekts Nr.2
,,Diabé&ta un kardiovaskularo komplikaciju molekularie mehanismi, farmakogenétika un
jauni arstniecibas Iidzekli” Nr. 2.8. apaksprojekta ieklautais pétijums “Antidiab&tiska
medikamenta metformina farmakodinamika”;

2) ERAF 1.1.1.1/16/A/091 ,Metformina terapijas ietekmé&joso faktoru savstarpgjas

mijiedarbibas izp&te 2.tipa cukura diabéta arst€Sanas efektivitates prognozesanai”.

46



10.

11.

12.

13.

Izmantotas literatiras avotu saraksts

. Abubucker S.,Segata N.,Goll J.,Schubert A.M,,Izard J.,Cantarel B.L.,Rodriguez-Mueller

B.,Zucker J.,Thiagarajan M. Henrissat B.,White O.Kelley S.T.,Methé B.,Schloss
P.D.,Gevers D.,Mitreva M. and Huttenhower C. 2012. Metabolic Reconstruction for
Metagenomic Data and Its Application to the Human Microbiome. — (Eisen, J. A., Ed.)PLoS
Computational Biology, 8: ¢1002358.

Amato K.R..Yeoman C.J.,Cerda G.,Schmitt C.A.,Cramer J.D.,Miller M.E.B.,Gomez
A.,Turner T.R.,Wilson B.A.,Stumpf R.M.,Nelson K.E.,White B.A.,Knight R. and Leigh
S.R. 2015. Variable responses of human and non-human primate gut microbiomes to a
Western diet. — Microbiome, 3: 53.

American Diabetes Association A.D. 2010. Diagnosis and classification of diabetes
mellitus. — Diabetes care, 33 Suppl 1: S62-9.

Anonymous 2015. IDF Diabetes Atlas - 7th Edition.

Anonymous 2017. Overall view of the human microbiome - Scientific American.
Arumugam M. ,Raes J.,Pelletier E.,Paslier D. Le,Batto J. michel,Bertalan M.,Borruel N. and
Casellas F. 2013. Enterotypes of the human gut microbiome. — Nature, 473: 174—180.
Béackhed F.,Fraser C.M.,Ringel Y.,Sanders M.E.,Sartor R.B.,Sherman P.M.,Versalovic
J.,.Young V. and Finlay B.B. 2012. Defining a Healthy Human Gut Microbiome: Current
Concepts, Future Directions, and Clinical Applications. — Cell Host & Microbe, 12: 611-
622.

Bailey C.J.,Wilcock C. and Scarpello J.H.B. 2008a. Metformin and the intestine. —
Diabetologia, 51: 1552—1553.

Bailey C.J.,Wilcock C. and Scarpello J.H.B. 2008b. Metformin and the intestine. —
Diabetologia.

Bateman A.,Martin M.J.,0’Donovan C.,Magrane M.,Alpi E.,Antunes R.,Bely B.,Bingley
M.,Bonilla C.,Britto R.,Bursteinas B.,Bye-A-Jee H.,Cowley A.,Silva A. Da,Giorgi M.
De,Dogan T.,Fazzini F.,Castro L.G.,Figueira L. et al. 2017. UniProt: the universal protein
knowledgebase. — Nucleic Acids Research, 45: D158-D169.

Cox M.,Cookson W. and Moffatt M. 2013. Sequencing the human microbiome in health
and disease. — Human Molecular Genetics, 22: 88-94.

De La Cuesta-Zuluaga J.,Mueller N.T.,Corrales-Agudelo V., Vel??squez-Mej??a
E.P.,Carmona J.A.,Abad J.M. and Escobar J.S. 2017. Metformin is associated with higher
relative abundance of mucin-degrading akkermansia muciniphila and several short-chain
fatty acid-producing microbiota in the gut. — Diabetes Care, 40: 54—62.

Derrien M. and van Hylckama Vlieg J.E.T. 2015. Fate, activity, and impact of ingested
47



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

bacteria within the human gut microbiota. — Trends in Microbiology, 23: 354-366.
Donaldson G.P.,Lee S.M. and Mazmanian S.K. 2015. Gut biogeography of the bacterial
microbiota. — Nature Reviews Microbiology, 14: 20-32.

Dujic T.,Zhou K.,Donnelly L.A.,Tavendale R.,Palmer C.N. and Pearson E.R. 2014.
Association of Organic Cation Transporter 1 with Intolerance to Metformin in Type 2
Diabetes: A GoDARTS Study. — Diabetes, 64: 1786—1793.

Fan P.,Liu P.,Song P.,Chen X. and Ma X. 2017. Moderate dietary protein restriction alters
the composition of gut microbiota and improves ileal barrier function in adult pig model. —
Scientific Reports, 7: 43412,

Forslund K.,Hildebrand F.\Nielsen T.,Falony G.,Le Chatelier E.,Sunagawa S. Prifti
E.,Vieira-Silva S.,Gudmundsdottir V.,Pedersen H.,Arumugam M. Kristiansen K.,Voigt
A.Y . Vestergaard H.,Hercog R.,Costea P.I.,Kultima J.R.,Li J..Jorgensen T. et al. 2015.
Disentangling the effects of type 2 diabetes and metformin on the human gut microbiota. —
Nature, 528: 262-266.

Fujisaka S.,Avila-Pacheco J.,Soto M.,Kostic A.,Dreyfuss J.M.,Pan H.,Ussar S.,Altindis
E.,Li N.,Bry L.,Clish C.B. and Kahn C.R. 2018. Diet, Genetics, and the Gut Microbiome
Drive Dynamic Changes in Plasma Metabolites. — Cell Reports.

Gong Z. and Muzumdar R.H. 2012. Pancreatic function, type 2 diabetes, and metabolism
in aging. — International Journal of Endocrinology, 2012.

Goodpaster B.,Kelley D.,Wing R.,Meier A. and Thaete F. 1999. Effects of weight loss on
regional fat distribution and insulin sensitivity in obesity. — Diabetes, 48: 839-847.
Goodrich J.K.,Di Rienzi S.C.,Poole A.C.,Koren O.,Walters W.A.,Caporaso J.G.,Knight R.
and Ley R.E. 2014. Conducting a microbiome study. — Cell, 158: 250-262.

Goodyear L.J.,Zhou G.,Myers R.,Li Y.,Chen Y.,Shen X.,Fenyk-melody J.,Wu M.,Ventre
J.,.Doebber T.,Fujii N.,Musi N.,Hirshman M.F.,Goodyear L.J. and Moller D.E. 2001. Role
of AMP-Activated Protein Kinase in Mechanism of Metformin Action Role of AMP-
activated protein kinase in mechanism of metformin action. — Journal of Clinical
Investigation, 108: 1167-1174.

Gorvitovskaia A.,Holmes S.P. and Huse S.M. 2016. Interpreting Prevotella and Bacteroides
as biomarkers of diet and lifestyle. — Microbiome, 4: 15.

Gunton J.E.,Delhanty P.J.D.,Takahashi S.I. and Baxter R.C. 2003. Metformin rapidly
increases insulin receptor activation in human liver and signals preferentially through
insulin-receptor substrate-2. — Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 88:
1323-1332.

Hamer H.,Jonkers D.,Venema K.,Vanhoutvin S.,Troost F. and Brummer R. 2008. Review
48



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Article: The Role of Butyrate On Colonic Function. — Aliment Pharmacology Ther., 27:
104-119.

Hermann-Bank M.,Skovgaard K.,Stockmarr A.,Larsen N. and Mglbak L. 2013. The Gut
Microbiotassay: a high-throughput qPCR approach combinable with next generation
sequencing to study gut microbial diversity. — BMC Genomics, 14: 788.

Huttenhower C.,Gevers D.,Knight R.,Abubucker S.,Badger J.H.,Chinwalla A.T.,Creasy
H.H.,Earl A.M.FitzGerald M.G.,Fulton R.S.,Giglio M.G.,Hallsworth-Pepin K.,Lobos
E.A.,Madupu R.,Magrini V.,Martin J.C.,Mitreva M.,Muzny D.M.,Sodergren E.J. et al.
2012. Structure, function and diversity of the healthy human microbiome. — Nature, 486:
207-214.

Jovel J.,Patterson J.,Wang W_Hotte N.,O’Keefe S.Mitchel T.,Perry T.,Kao D.,Mason
A.L.,Madsen K.L. and Wong G.K.S. 2016. Characterization of the gut microbiome using
16S or shotgun metagenomics. — Frontiers in Microbiology, 7: 1-17.

Kang D.W.,Park J.G,Ilhan Z.E.,Wallstrom G.,LaBaer J.,Adams J.B. and Krajmalnik-
Brown R. 2013. Reduced Incidence of Prevotella and Other Fermenters in Intestinal
Microflora of Autistic Children. — (Gilbert, J. A., Ed.)PLoS ONE, 8: ¢68322.

Koenig J.E.,Spor A.,Scalfone N.,Fricker A.D.,Stombaugh J.,Knight R.,Angenent L.T. and
Ley R.E. 2011. Succession of microbial consortia in the developing infant gut microbiome.
— Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 108
Suppl 1: 4578-4585.

Lalau J. 2010. Lactic acidosis induced by metformin: incidence, management and
prevention. — Drug Safety, 33: 727-740.

Lau J.T.,Whelan F.J.,Herath I.,Lee C.H.,Collins S.M.,Bercik P. and Surette M.G. 2016.
Capturing the diversity of the human gut microbiota through culture-enriched molecular
profiling. — Genome Medicine, 8: 72.

Lozupone C.A.,Stombaugh J.I.,Gordon J.I.,Jansson J.K. and Knight R. 2012. Diversity,
stability and resilience of the human gut microbiota. — Nature, 489: 220-230.

Marietta E. V.,Gomez A.M.,Yeoman C.,Tilahun A.Y.,Clark C.R.,Luckey D.H.,Murray
J.A.,White B.A.,Kudva Y.C. and Rajagopalan G. 2013. Low Incidence of Spontaneous
Type 1 Diabetes in Non-Obese Diabetic Mice Raised on Gluten-Free Diets Is Associated
with Changes in the Intestinal Microbiome. — (von Herrath, M. G., Ed.)PLoS ONE, 8:
e78687.

McCreight L.J.,Bailey C.J. and Pearson E.R. 2016a. Metformin and the gastrointestinal
tract. — Diabetologia.

McCreight L.J.,Bailey C.J. and Pearson E.R. 2016b. Metformin and the gastrointestinal
49



37.

38.

39.

40.

41

42.

43.

44,

45.

46.
47.

48.
49.

tract. — Diabetologia, 59: 426-435.

Methé B. a,Nelson K.E.,Pop M.Creasy H.H.,Giglio M.G.,Huttenhower C.,Gevers
D.,Petrosino J.F.,Abubucker S.)JJonathan H.,Chinwalla A.T.,Earl A.M.Fitzgerald
M.G.,Fulton R.S.,Hallsworth-pepin K.,Lobos E. a,Madupu R.,Magrini V.,Martin J.C. et al.
2012. NIH Public Access. — Nature, 486: 215-221.

Obregon-Tito A.J.,Tito R.Y.Metcalf J.,Sankaranarayanan K.,Clemente J.C.,Ursell
L.K..Zech Xu Z.,Van Treuren W.,Knight R.,Gaffney P.M.,Spicer P.,Lawson P.,Marin-
Reyes L., Tryjillo-Villarroel O.,Foster M.,Guija-Poma E.,Troncoso-Corzo L.,Warinner
C.,0zga A.T. et al. 2015. Subsistence strategies in traditional societies distinguish gut
microbiomes. — Nature Communications, 6: 6505.

Palmer C.,Bik E.M.,DiGiulio D.B.,Relman D.A. and Brown P.O. 2007. Development of the
Human Infant Intestinal Microbiota. — (Ruan, Y., Ed.)PLoS Biology, 5: el177.

Pentikdinen P.,Neuvonen P. and Penttild A. 1979. Pharmacokinetics of metformin after
intravenous and oral administration to man. — European Journal of Clinical Pharmacology,

16: 195-202.

. Qin J.,Li R.,Raes J.,Arumugam M.,Burgdorf S.,Manichanh C.,Nielsen T.,Pons N.,Yamada

T.,Mende D.R.,LiJ.,.XuJ.,LiS.,Li D.,Cao J., Wang B.,Liang H.,Zheng H.,Xie Y. et al. 2010.
A human gut microbial gene catalog established by metagenomic sequencing. — Nature,
464: 59-65.

Rawlings N.D.,Waller M.,Barrett A.J. and Bateman A. 2014. MEROPS: the database of
proteolytic enzymes, their substrates and inhibitors. — Nucleic acids research, 42: D503-9.
Rojas L.B.A. and Gomes M.B. 2013. Metformin: an old but still the best treatment for type
2 diabetes. — Diabetology & Metabolic Syndrome, 5: 6.

Segata N.,Waldron L.,Ballarini A.,Narasimhan V., Jousson O. and Huttenhower C. 2012.
Metagenomic microbial community profiling using unique clade-specific marker genes. —
Nature Methods, 9: 811-814.

Sender R.,Fuchs S. and Milo R. 2016. Revised Estimates for the Number of Human and
Bacteria Cells in the Body. — PLOS Biology, 14: ¢1002533.

Shannon C.E. (n.d.) A Mathematical Theory of Communication, 27: 379-423.

Song R. 2016a. Mechanism of metformin: A tale of two sites. — Diabetes Care, 39: 187—
189.

Song R. 2016b. Mechanism of metformin: A tale of two sites. — Diabetes Care.

Sugahara H.,Odamaki T.,Fukuda S.,Kato T.,Xiao J. zhong,Abe F.,Kikuchi J. and Ohno H.
2015. Probiotic Bifidobacterium longum alters gut luminal metabolism through

modification of the gut microbial community. — Scientific Reports, 5: 13548.
50



50.

51.

52.

53.

54.

35.

56.

57.

58.

59.

60.

Tappenden K.A. and Deutsch A.S. 2007. The Physiological Relevance of the Intestinal
Microbiota - Contributions to Human Health. — Journal of the American College of
Nutrition, 26: 679S—-683S.

Tsoi H.,Chu E.S.H.,Zhang X.,Sheng J.,Nakatsu G.,Ng S.C.,Chan A.W.H.,Chan
F.K.L.,Sung J.J.Y. and Yu J. 2017. Peptostreptococcus anaerobius Induces Intracellular
Cholesterol Biosynthesis in Colon Cells to Induce Proliferation and Causes Dysplasia in
Mice. — Gastroenterology, 152: 1419-1433.e5.

Tun H.M.,Konya T.,Takaro T.K.,Brook J.R.,Chari R.,Field C.J.,Guttman D.S.,Becker
A.B.,Mandhane P.J.,Turvey S.E.,Subbarao P.,Sears M.R.,Scott J.A.,Kozyrskyj A.L.,Anand
S.S.,Cyr M., Denburg J.A.,Macri J.,Eiwegger T. et al. 2017. Exposure to household furry
pets influences the gut microbiota of infants at 3-4 months following various birth scenarios.
— Microbiome.

Tyler A.D.,Smith M.I. and Silvenberg M.S. 2014. Analyzing the Human Microbiome: A
‘How To’ Guide for Physicians. — The American Journal of Gastroenterology, 109: 983—
993.

Vaughan E.E. Heilig H.G.H.J.,Ben-Amor K. and De Vos W.M. 2005. Diversity, vitality
and activities of intestinal lactic acid bacteria and bifidobacteria assessed by molecular
approaches. — FEMS Microbiology Reviews, 29: 477-490.

Veiga P.,Pons N.,Agrawal A.,Oozeer R.,Guyonnet D.,Brazeilles R.,Faurie J.M.,van
Hylckama Vlieg J.E.T.,Houghton L.A.,Whorwell P.J.,Ehrlich S.D. and Kennedy S.P. 2015.
Changes of the human gut microbiome induced by a fermented milk product. — Scientific
Reports, 4: 6328.

Viollet B.,Guigas B.,Garcia N.S.,Leclerc J.,Foretz M. and Andreelli F. 2012. Cellular and
molecular mechanisms of metformin: an overview. — Clinical Science, 122: 253-270.
Weiss G.A.,Chassard C. and Hennet T. 2014. Selective proliferation of intestinal
Barnesiella under fucosyllactose supplementation in mice. — British Journal of Nutrition,
111: 1602-1610.

Wheaton W.W._Weinberg S.E.,Hamanaka R.B.,Soberanes S.,Sullivan L.B.,Anso
E.,Glasauer A.,Dufour E.Mutlu G.M.,Scott Budigner G.R. and Chandel N.S. 2014.
Metformin inhibits mitochondrial complex I of cancer cells to reduce tumorigenesis. —
eLife, 2014: 1-18.

Wong J.M.W._,de Souza R.,Kendall C.W.C.,Emam A. and Jenkins D.J.A. 2006. Colonic
Health: Fermentation and Short Chain Fatty Acids. — Journal of Clinical Gastroenterology,
40: 235-243.

Wu G.D.,Chen J.Hoffmann C.Bittinger K.,.Chen Y. yu,Sue a,Bewtra M. Knights
51



61.

62.

63.

64.

D.,Walters W. a,Knight R.,Gilroy E.,Gupta K.,Baldassano R.,Nessel L. and Li H. 2012.
NIH Public Access. — Science, 334: 105-108.

Wu H.,Esteve E.Tremaroli V.Khan M.T.,Caesar R.,Mannerds-Holm L.,Stdhlman
M.,Olsson L.M.,Serino M.,Planas-Felix M., Xifra G.,Mercader J.M.,Torrents D.,Burcelin
R.,Ricart W ,Perkins R.,Fernandez-Real J.M. and Béckhed F. 2017a. Metformin alters the
gut microbiome of individuals with treatment-naive type 2 diabetes, contributing to the
therapeutic effects of the drug. — Nature Medicine.

Wu H.Esteve E.Tremaroli V.Khan M.T.,Caesar R.Mannerds-Holm L.,Stahlman
M.,Olsson L.M.,Serino M.,Planas-Felix M., Xifra G.,Mercader J.M.,Torrents D.,Burcelin
R.,Ricart W.,Perkins R.,Fernandez-Real J.M. and Bickhed F. 2017b. Metformin alters the
gut microbiome of individuals with treatment-naive type 2 diabetes, contributing to the
therapeutic effects of the drug. — Nature Medicine.

Wylie K.M., Truty R.M.,Sharpton T.J.,Mihindukulasuriya K.A.,Zhou Y.,Gao H.,Sodergren
E.,Weinstock G.M. and Pollard K.S. 2012. Novel bacterial taxa in the human microbiome.
— PloS one, 7: €35294.

Zhang Y.J.,Li S.,Gan R.Y.,Zhou T.,Xu D.P. and Li H.B. 2015. Impacts of Gut Bacteria on

Human Health and Diseases. — International Journal of Molecular Sciences, 16: 7493-7519.

52



Pielikumi

53



1.pielikums

Dalibnieku ieklausanas un izslégSanas kriteriji petijumam.

Dalibnieka ieklauSanas kriteriji
a)  Vesela persona, kurai (1) nav zinamu saslimsanu (skatit 4.2. d-j apakSpunktus) pieteikSanas bridi,
kas var€tu ietekm@t petljuma rezultatus, (2) kermeni raksturojosi parametri (piem., svars) atrodas
visparpienemta diapazona, (3) garigais stavoklis lauj personai saprast pétijumu un dot likumigu
piekrisanu dalibai taja (Royal College of P, 1986);(4) fiziskais stavoklis Jauj izpilditi pétijuma protokola
prasibas.
b) Vecums: 18 — 64** gadi;
c¢) EiropieSu izcelsme***;
d) Gan sievietes, gan viriesi ar reprodukcijas potencialu atbilst protokola izvirzitajam kontracepcijas
prasibam (skatit apaksSpunktu 4.3 Kontracepcijas prasibas petijuma dalibniekiem);
e) Pirms ar pétijjumu saistitu procediiru uzsaksSanas, ir sanemta dalibnieka piekriSana dalibai
petijuma, iesniedzot parakstitu un datétu informétas piekrisanas dokumentu.

Dalibnieka izslég§anas kritériji
a)  Personai ir alergija pret Metforal 850mg sastava eso$ajam vielam;

b)  Tiek lietoti citi medikamenti, kas nav savietojami ar Metforal 850mg lietoSanu (skatit apakSpunktu 4.4

Mijiedarbiba ar citam zalém un citi mijiedarbibas veidi);
¢) Sievietei iestajusies grutnieciba**** vai ir ar kriiti barojams bérns;
d) Ir 1. vai 2. tipa cukura diabgts, pankreatogéns cukura diab&ts vai glikozes tolerances traucgjumi
(noverte pec biokimiskajiem raditajiem asins paraugos: HbAlc);
e) Ir diagnosticets policistisko olnicu sindroms;
f)  Ir hroniskas zarnu trakta, onkologiskas vai autoimiinas slimibas;
g)  Nieru mazspgja vai nieru darbibas traucgjumi (glomerularas filtracijas atrums neatbilst normai pec
Kokrofta-Golta metodes);
h)  Ir aknu darbibas traucgjumi (ALAT meérijumi neatbilst normai) vai alkoholisms;
i) Akati stavokli ar potencialu ietekmi uz nieru darbibu, piemé&ram,
a. dehidratacija,
b. smaga infekcija,
c. Soks.
j)  Akdta vai hroniska slimiba, kas var izraisit audu hipoksiju, pieméram,
a. sirds vai elpoSanas mazspgja,
b. nesen parciests miokarda infarkts,
c. Soks.
k)  Peédgjas nedgelas laika bijusi caureja;
1)  Ieprieks ilgstosi lietots metformins;
m) P&dgjo divu menesu laika lietoti sekojosi medikamenti:
a. antibiotikas,
b. probiotiki tablesu/kapsulu veida,
c. protonu siknu inhibitori (piem@ram, omeprazols (Gasec Gastrocaps, Lomac),
lansoprazols, pantoprazols, u.c.),
d. Iminsupresivi medikamenti (pieméram, metotreksats u.c.),
e. Kortikosteroidi (piem&ram, kortizons, hidrokortizons, prednizolons, u.c.);
n) Paraléli pétijumam ir paredzgeti izmekl&jumi, intravaskulari ievadot jodu saturosas kontrastvielas.

** Vecums 18 - 64 - zarnu mikrobioma p&tijumos 64 gadi tick pienemti par robeZas vecumu, no kura sakot tick definéta senjoru grupa.
Senjoriem, salidzinot ar gados jaunaku populaciju, ir novérotas atSkiribas zarnu mikrobioma kompozicija [2, 3]. Saja pefijuma tiks
iesaistiti tie cilveki vecuma lidz 64 gadiem, kuriem nav noteikta kada no izslégsanas kritérijos min&tajam pazimém, citas pazimes tiks
ieklautas aprekinos kofaktoru forma.

*** Nemot vera Latvijas populacijas sastava Ipatnibas, lai nodroSinatu pietiekami apjomigu homogénu paraugkopu, p&tijuma tiks
iesaistiti Eiropie$u izcelsmes dalibnieki.

**%% Petfjuma dalibnieces ar reprodukcijas potencialu parakstot informé&tas piekriSanas formu papildus tiks ligtas ar parakstu
apliecinat griitniecibas neesamibu (skatit pielikumu 2.7 Apliecinajums par griitniecibas neesamibu).
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2. pielikums
Informétas piekriSanas veidlapa.

PiekriSanas veidlapa

Apliecinu, ka esmu izlasijis (-usi) un izpratis (-usi) informacijas lapas sniegto informaciju par projekta
,Diab&ta un kardiovaskularo komplikaciju molekularie mehanismi, farmakogenétika un jauni
arstniecibas Iidzekli” ietvaros istenotajiem metformina darbibas mehanismu p&tijumiem.

Pétniece/ks

Man ir izskaidrojis informaciju par cilvéka zarnu mikrobioma izp&tes projekta mérkiem un norises
gaitu.

Man tika dots laiks un iespg&ja riipigi izlasit So informaciju un patstavigi izlemt, vai piedalities Saja
pétijuma.

Piekritu piedalities min&taja projekta brivpratigi un bez maksas.

PIEKRITU, KA MANI AUDU UN ZARNU MIKROBIOMA (FECU) PARAUGI TIKS
IZMANTOTI PROJEKTA IETVAROS VEIKTAJOS PETIJUMOS.

Manu audu paraugu un veselibas stavokla aprakstu nosttisanu genétiskajai izpétei arpus
Latvijas (vajadzigo atztmet):

L] atlauju;

[ aizliedzu.

Apliecinu, ka piekritu, turpmakai komunikacijai, ja petijuma laika rodas $ada nepiecieSamiba.
Es piekritu piedalities p&tijuma.

Dalibnieka vards,
uzvards
(drukatiem burtiem)

Kontaktinformacija
Adrese:

Talrunis:

e-pasts:

Dalibnieka paraksts datums
(dd.mm.gg., dat€ pacients)

P&tnieka vards, uzvards (drukatiem burtiem)

P&tnieka paraksts: datums
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3-1.pielikums

Aptaujas anketa mikrobioma projektam.

APTAUJAS ANKETA MIKROBIOMA PROJEKTAM

1. Vai Jus pédéjo 2 ménesu laika esat lietojis antibiotikas?

O Ja
Kadas?
O Ne [J Nezinu

2.  Kurus no Siem zalu preparatiem Jiis esat lietojis pedéjo 2 méneSu laika?
O Imunsupresivus medikamentus (piem. Metotreksats u.c.)
[ Kortikosteroidus (piem. kortizons, hidrokortizons, prednizolons, u.c.)
O Probiotikus (tablesu/kapsulu veida)
O Citus medikamentus

[0 Neesmu lietojis nekadus medikamentus
[ Nezinu, vai ir lietoti minétie medikamenti

3. Vai Jums pédgjas nedélas laika ir bijusi caureja (Skidra védera izeja tris un vairak reizes diena)?

OlJa O Ne
4. Kada ir Jusu ikdienas diéta?
[ Visedajs
O Vegetarietis
O Vegans
O Svaigedajs
[ Cita specifiska (atzimgjiet, kada!):
o Bezlaktozes dicta
o  Bezgluténa digta
o  NotievéSanas/svara samazinasanas diéta

o Cita
5. Vaiikdiena uztura lietojat bezkaloriju saldinatajus cukura aizvietoSanai?

OJa O Ne

6. Jus piedzimat:
[0 Dabiskas dzemdibas O Ar keizargriezienu

7. Vai Jus tikat barots ar kriati?

O Ne [0 Ja (ja zinat, tad cik ilgi?)
[ Nezinu

8. Vai Jums ir konstatéta saslim§ana ar autoimiinam slimibam?
O Ne [ Ja (ar kadam?)

[ 1.tipa cukura diabéts
[ Celiakija

[0 Hasimoto tireoidits
[ Greivsa slimiba

[ Krona slimiba

[ Psoriaze

[J Reimatoidais artrits
Cita

[J Nezinu
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3-2.pielikums
Aptaujas anketa mikrobioma projektam.

9. Vai Jums ir konstatéta saslimsana ar kadu gremoSanas trakta slimibu?

O Ne 0O Ja (kadam?)
O Gastrits
O Duodenits
[0 Kunga vai 12-pirkstu zarnas ¢alas
[0 Kairinatas zarnas sindroms
O Laktozes nepanesamiba

[ Hepatiti
O Pankreatiti
Cita
10. Cik reizes videji diena Jiis parasti edat?
O 1 -2 reizes
O 3 — 4 reizes
O 5— 6 reizes

[ 7 un vairak reizes
11. Cik reizes nedela Jus parasti edat galas produktus?

O Galu uztura nelietoju

O 1 -2 reizes
[ 3 — 4 reizes
05— 6 reizes

[ 7 un vairak reizes
12. Cik reizes ned¢la Jus parasti édat pienu un ta produktus?

O Pienu un/vai ta produktus uztura nelietoju

O 1 -2 reizes
[ 3 — 4 reizes
[ 5 - 6 reizes

O 7 un vairak reizes
13. Cik reizes nedéla Jas parasti édat darzenus un auglus?

[ Darzenus un auglus uztura nelietoju

O 1 -2 reizes
[ 3 — 4 reizes
05— 6 reizes

[ 7 un vairak reizes
14. Cik reizes nedéla Jus parasti édat graudaugu produktus? (griki, risi, manna, maize, makaroni u.c.)

O Graudaugu produktus uztura nelietoju

O 1 -2 reizes
[ 3 — 4 reizes
[ 5 — 6 reizes

[ 7 un vairak reizes

Vecums: 5 Dzimums: siev. 0 vir. 0; Augums: ; Svars

Paldies par atbildem!
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Datums

4.pielikums

Digtas dienasgramatas paraugs

Edienreize ~Cikos?

Edieni (porcijas lielums)

Dzeérieni (tilpums)

It

Brokastis

Pusdienas

édienreizém

Glaze = 200ml
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MIKIMEK pétijuma anketa par metformina KODS:
nepanesamibu/noverotajam blakném

1. Vai petijuma laika izmainijat savu ierasto dietu?

0 JA

5.pielikums

Anketa par metformina blakném.

ONE

2. Vai vienmeér lietojat metforminu €Sanas laika/neilgi péc tas?

0 JA

3. Kurair Jisu vados$a roka?

1 Laba

4. Kada ir Jisu asinsgrupa?

oo OA

ONE

[1 Kreisa

OB OAB

5. Vai noverojat blaknes metformina lietoSanas laika?

0 JA

ONE

Ja atbildgjat JA, tad, ltidzu, atbildiet uz talakajiem jautajumiem!

6. Kadas blaknes Jis novérojat metformina lietoSanas laika? (aizpildiet sekojoSo tabulu, atzimgjot

noveérotas blaknes un noradiet tam atbilstoso laiku)

Blaknes noveérosanas laiks: eSanas laika (E)/ starp

Blakne Pétijuma diena (1- 4 o édienreiz§m (S) . )
7) (papildus atzimgjiet ar ,,+”, ja blakne tika novérota 2-
3 stundu laika pec metformina lietosanas)
U nelabums
O vajums
[ atraugas

O meteorisms (vedera piiSanas)

0 vem$ana

U Skidra védera izeja (2x diena)

O caureja (24x diena)

[0 svara zudums

Cik liels?

O citi novérojumi

7. Vai noveroto blaknu dél partraucat lietot metforminu atrak par noteikto laiku?

0 JA

OONE

Ja atbildgjat JA, tad kura pétijuma diena?

Cik ilgi pec metformina lietoSanas partrauksanas vél bija novérojamas blaknes?

Paldies par atbildém!
6.pielikums

Mikrobioma paraugu ievaksanas protokols.
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Mikrobioma paraugu ievakSanas protokols

F&cu paraugu ievaksanai Jums ir izsniegti divi speciali tam paredzgti (kod@ti) stobrini ar etiketeém un $1

pamaciba.

Fécu paraugs nedrikst nonakt saskaré ar tualetes poda virsmu, urinu, ideni un tiriSanas lidzekliem!

1. Nomazgajiet rokas pirms parauga ievaksanas.

2. Svaigu fecu paraugu sakuma novietojiet sausa, tira tvertné (plastmasas maisins, plastmasas

trauks, stikla burcina ar platu atveri).

3. Uzmanigi atveriet specialo stobrinu un ar taja ievietoto karotiti panemiet nelielu daudzumu fecu
no vismaz tris dazadam vietam un dziluma (kopa aptuveni no stobrina tilpuma —1/4). Ja feces
ir cietas konsistences, ka paraugu panemiet nelielus gabalinus gan no vidusdalas, gan galiem.
Stobrinu ciesi aizskriivgjiet. Atkartojiet parauga ievaksanu ar otru stobrinu.

4. Abiem stobriniem uz etiketeém tam paredz&tajas vietas uzrakstiet paraugu ievakSanas datumu
un laiku!

5. P&c procediiras nomazgajiet rokas.

6. Stobrinus uzglabajiet istabas temperatiira un pec iesp€jas atraka laika (maksimali — 3 dienas)

nogadajiet tos attiecigaja medicinas iestade.

Tw™:

F&cu paraugs Fecu paraugu novietojiet sausd, ta Ay specialaja stobrina esofo karotiti ~ Momazgajiet rokas ripigi
nedrikst nondkt  tvertna panemiet prastto daudzumu facu pirms un pec parauga

saskaré ar tualetes un ievietojiet stobrina. ievakianas!
podu vai jebkadiern

skidrumiem

Uz stobrina uzrakstiet datumu un laiku!
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7.pielikums

Desmit signalcelu parstavji ar biitiskakajam izmainam starp paraugu ievaksanas laikiem.

Paraugi Signalcela nosaukums LogFC | P-veértiba | FDR
L-arginine biosynthesis Il (acetyl cycle) <0.01 0.99 1.00
phosphatidylglycerol biosynthesis I (plastidic) <-0.01 0.99 1.00
phosphgtldylglycerol biosynthesis Il (non- <001 0.99 1.00
plastidic)

= . .
T anaerobic energy metabolism (invertebrates, <0.01 0.99 1.00
S cytosol)
= formaldehyde assimilation Il (RuMP Cycle) <0.01 0.99 1.00
2 ppGpp biosynthesis <-0.01 0.99 1.00
= NAD salvage pathway 1 <-0.01 0.99 1.00
superpqthway of phospholipid biosynthesis I <001 0.99 1.00
(bacteria)
L-ornithine biosynthesis <-0.01 0.99 1.00
heme biosynthesis Il (anaerobic) <-0.01 0.99 1.00
sulfate reduction I (assimilatory) <0.01 0.99 1.00
superpathway of glucose and xylose degradation <0.01 0.99 1.00
SL.tperpathw./ay of guanosine nucleotides de novo <0.01 0.99 1.00
biosynthesis |
glycolysis 1V (plant cytosol) <-0.01 0.99 1.00
S superpathway of L-serine and glycine biosynthesis <-0.01 0.99 1.00
E lhzamfn fqrmatzon from pyrithiamine and <001 0.99 1.00
g oxythiamine (yeast)
% SL‘tperpathw'/ay of guanosine nucleotides de novo <0.01 0.99 1.00
biosynthesis 11
superpathwqy of L-methionine biosynthesis (by <0.01 0.99 1.00
sulfhydrylation)
petroselinate biosynthesis <0.01 0.99 1.00
superpatﬁway of pyrimidine deoxyribonucleosides <0.01 0.99 1.00
degradation
superpathway of glucose and xylose degradation <-0.01 0.99 1.00
glycolysis VI (metazoan) <-0.01 0.99 1.00
superpathway of purine nucleotide salvage <-0.01 0.99 1.00
o NAD salvage pathway 1 <-0.01 0.99 1.00
E gluconeogenesis 111 <-0.01 0.99 1.00
g TCA cycle I (prokaryotic) <-0.01 0.99 1.00
= phytate degradation 1 <-0.01 0.99 1.00
& superpathway of L-methionine biosynthesis (by
= sulfhydrylation) <-0.01 0.99 1.00
superpatﬁway of purine deoxyribonucleosides <001 0.99 1.00
degradation
superpathway of glycolysis and Entner-Doudoroff | <-0.01 0.99 1.00
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8.pielikums

Dokumentara lapa

Bakalaura darbs “Antidiabétiska medikamenta metformina izraisitas funkcionalas
izmainas cilvéka zarnu mikrobioma™ izstradats Latvijas Biomedicinas petijjumu un studiju

centra.
Ar savu parakstu apliecinu, ka petfjums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie

informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.
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