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Kopsavilkums

Cilveéka gastrointestinalaja trakta ir daudzveidigs mikrobioms, kam ir biitiska loma veselibas
uzturéSana un fiziologisko funkciju veikSana organisma. Mikrobioma traucjumi ietekmé
iminsistémas funkcijas, vielmainu, ka ar saistiti ar dazadam slimibam. MikroRNS (miRNS) ir
nozimiga loma génu ekspresijas regulésana. Petijjumos noskaidrots, ka saimniekorganisma miRNS
tieSi ietekm& zarnu mikrobiomu, tad€jadi potenciali nodroSinot daudzsoloSu stratégiju, lai
meérktiecigi modificétu mikrobiomu.

Lai noskaidrotu, vai pacientu, kuriem dazadu iemeslu dgl ir veikta kolonoskopija, zarnu
biopsiju miRNS korel€ ar fe¢u mikrobiomu veikta mazo RNS un metagenoma sekvencésana. MiR-
200, miR-151, miR-30 saimes pozitivi korelé ar Tannerellaceae un Lachnospiraceae dzimtas
parstavjiem. Hsa-miR-99a-5p, hsa-miR-146b-5p miRNS pozitivi korelé ar Actinomycetaceae un

Oscillospiraceae dzimtas parstavjiem.

Atslegas vardi: gastrointestinala trakta slimibas, miRNS, zarnu mikrobioms, metagenoms



Summary

The human gastrointestinal tract contains a diverse microbiome that has a fundamental role
in maintaining health and performing important physiological functions in the human body.
Microbiome disruption affects the immune function, metabolism, and is involved in several
diseases. MicroRNAs (miRNA) have an important role in the regulation of gene expression.
Studies have shown that miRNAs of the host have a direct impact on gut microbiome, thus
potentially providing a promising strategy to modify the microbiome in a targeted fashion.

To determine whether there is a correlation between intestinal biopsy miRNAs and the gut
microbiome composition, small RNA and metagenome sequencing were performed. MiR-200,
miR-151, miR-30 family members positively correlated with Tannerellaceae and Lachnospiraceae
family members. Hsa-miR-99a-5p, hsa-miR-146b-5p mMIRNS positively correlated with

Actinomycetaceae un Oscillospiraceae dzimtas parstavjiem.

Key words: gastrointestinal tract diseases, miRNA, gut microbiome, metagenome



Darba lietotie saisinajumi

Gl — gastrointestinalais

mMIRNS — Tsa, proteinu nekodgjosa RNS
molekula

RNS — ribonukleinskabe

DNS — dezoribonukleinskabe

H&E — hematoksilins un eozins

GERS — gastroezofageala refluksa slimiba

PPI tests — GERS diagnostika izmantots tests
slimnieka stidzibu analize pirms un péc
salsskabes sekréciju mazinosu medikamentu
lietoSanas (no anglu val. The proton pump
inhibitor)

KRV — kororektalais vézis
GIST — gastrointestinalais stromas audzgjs

gFOBT tests — slépta asins piejaukuma
gvajaka tests feces (no anglu val. Guaiac

fecal occult blood test)

FIT tests — imiinkimiska slépta asins
piejaukuma tests (no anglu val. Fecal

immunochemical test)

CK - ¢ilainais kolitsCCD — ladinparneses

ierice (no anglu val. Charge-coupled device)

pH — skaitlis, kas raksturo tidenraza jonu

koncentraciju skiduma

NIH — Nacionalais veselibas institiits (no

anglu val. National Institutes of Health)
pri-miRNS — primarais prekursors

pre-miRNS — dalg&ji divpavedienu cilpkata
RNS struktiira

HIV — cilvéka imundeficita viruss

HBV — hepatita B viruss

HCV — hepatita C viruss

NGS — nakamas paaudzes sekvencésana

DNB — dezoksiribonukleinskabes

nanobumba

NAD+ — nikotinamida adenina nukleotids
NADH — nikotinamida adenina nukleotids
(NAD)" adenradis (H)

NDS5 — NADH dehidrogenazes subvieniba 5

COX1 — citohroma C oksidaze 1



levads

Vairak neka 40% cilveku visa pasaul€ slimo ar gastrointestinala trakta slimibam, kas ietekmé
dzives kvalitati un veselibas apriipes izmantoSanu. Tas ir plasi sastopamas visa pasaulé (Sperber et
al., 2021).

Mikrobioms ir kada noteikta vidé esoSo mikroorganismu (bakteriju, sénu, vienstinu un/vai
virusu) un to génu kopums, pieméram, cilvéka vai dzivnieka kerment un uz ta (Fukuda & Ohno,
2014) Zarnu mikrobioms att€lo mikroorganismu populaciju, kas dzivo miasu zarnas. Cilvékiem
zarnds ir vairak neka 10** mikroorganismu, un mikrobioma daudzveidiba un blivums palielinas
virziena no kunga lidz resnajai zarnai (Patel et al., 2016).

Kolonoskopija plasi izmantota metode resnas zarnas slimibu diagnostic€Sanai un arstésSanai,
un tiek izmantota ka viena no precizakajam metodém diagnostika (Rex et al., 2006). Visplasak
kolonoskopija tiek izamntota tieSi kolorektala véza skrininga un diagnostika, tacu ar to precizi
iesp&jams diagnosticet arT tadas slimibas ka gastritu, zarnu polipus, gastroezofageala refluksa
slimibu u.c.

MikroRNS (miRNS) ir nelielas, aptuveni 22 nukleotidus garas vienpavediena nekod&josas
molekulas, kuram ir nozimiga loma génu ekspresijas reguléSana (O’Brien et al., 2018). Ir
nepiecieSams papildinat esoSo informaciju par saimniekorganisma miRNS un mikrobioma
savstarp€j0 mijiedarbibu ari dazadu slimibu konteksta, lai nakotn€ miRNS varétu potenciali
pielietot arsteéSanas terapija, modul&jot zarnu mikrobioma kompoziciju.

Darba merkis: novértét, vai pastav korelacija starp zarnu biopsiju miRNS un zarnu
mikrobioma sastavu pacientu paraugos, kuriem tika veikta kolonoskopijas procedira un kuri slimo
ar dazadam gastrointestinala trakta slimibam.

Merka sasniegSanai tika izvirziti sekojosi darba uzdevumi:

1. Noteikt miRNS kompoziciju zarnu biopsiju paraugos, veicot totalas RNS izdaliSanu,

miRNS biblioteku sagatavoSanu un datu analizi.

2. Noteikt, vai starp zarnu biopsiju miRNS un zarnu mikrobiomu pastav korelacija, veicot

DNS izdaliSanu, metagenoma biblioteku sagatavoSanu un datu analizi.

3. Analizet atskirigi sastopamas miRNS zarnu biopsiju paraugos.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Gastrointestinalais trakts

Gastrointestinalais trakts (GI), saukts arT par gremosanas traktu vai gremosSanas kanalu, ir
daudzsiinu dzivnieku organu sistéma, kas uznem baribu, sagremo to, lai iegiitu energiju un baribas
vielas, un izvada nevajadzigos produktus. Galvenas GI trakta funkcijas ir gremosana, ko veicina
kustiba, sekrécija un uzstkSanas (Liao et al., 2009). Mediciniskas attélveidoSsanas metodes,
pieméram, ultrasonografija (Berstad et al., 1996), magnétiska rezonanse (Frokjeer et al., 2005),
endoskopiska ultrasonografija (Gilja et al., 2006) un kolonoskopija (Lieberman et al., 2009) ir labi
zinamas atseviSkas kliniskas metodes, kas var atklat strukturalas un funkcionalas novirzes GI
trakta. Veicot autopsiju, ir noskaidrots, ka kopuma cilvéka GI trakts ir aptuveni devinus metrus
gar§ (Hounnou et al., 2002). GI trakts sakas no mutes un sniedzas lidz analai atverei un ir saistits
ar citiem organiem, tostarp aknam, aizkunga dziedzeri un zultspasli. GI trakts sastav no vairakiem
nodalfjumiem: mutes dobuma, rikles, baribas vada, kunga, tievas zarnas, resnas zarnas, taisnas
zarnas, anala kanala un analas atveres. Zarnu sienienu veido ¢etri slani: glotada, zemglotadas slanis,
argjais muskulslanis un serozais apvalks (Reed & Wickham, 2009). Sajos nodalfjumos ir
funkcionali specializ&ti regioni, pieméram, tieva zarna iedalas divpadsmitpirkstu zarna, tuksaja
zarna un likumaina zarna. Zarnu satura parejas reguléSana starp galvenajam funkcionali
atSkirigajam GI trakta zonam biitiska loma ir sfinkteriem — gredzenveida slédzéjmuskuliem, kas

saraujoties noslédz vai sasaurina atveri (Saffrey, 2014).
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1. attéls. Cilvéka gastrointestinala trakta uzbiive. Pielagots no (Periyasamy & Pandey, 2013).
Figure 1. Structure of the human gastrointestinal tract. Adapted from (Periyasamy & Pandey,

2013).

1.2. Gastrointestinala trakta slimibas

Zarnas divertikuloze ir visizplatitaka resnas zarnas anatomiska izmaina, kam raksturiga zarnu
divertikulu veidoSanas. Divertikuli ir nelieli maisveida padzilinajumi zarnas sienina, kad zarnas
glotadas un zemglotadas slanis izspiezas caur zarnas muskulslana pavajinatiem punktiem (Tursi,
2016). Lai gan lielakai dalai cilvéku slimiba ir asimptomatiska, aptuveni 20% pacientu attistas
simptomi, $aja gadijuma pacientam veidojas divertikulits, veidojas zarnu iekaisums (Strate et al.,
2013). Divertikulozes sastopamiba pasaulé ir 33-66% . No Siem pacientiem 10-25% laika gaita

attistitas akita divertikulita epizode (Jacobs, 2007). Slimibas saasinajuma gadijuma divertikulos,
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kad attistas akiits iekaisums, rodas asas sapes védera kreisaja pusé€, drudzis, caureja vai
aizcietejums, dazkart ari nelaba diiSa un vemsana. Asins aina atrodams leikocTtu skaita picaugums
virs normas (Tursi, 2016). Zarnas divertikulozi visprecizak diagnostic€ ar kolonoskopijas metodi,
kuru veic intravenoza anestézija. Var veikt ari rentgenologisku zarnas izmekléSanu ar kontrastvielu
jeb irigoskopiju (Daniels et al., 2014).

Hronisks gastrits ir daudzpakapju, progres¢joss kunga glotadas iekaisums miiza garuma
(Valle et al., 1996). Vairuma gadijumu ir gastrita c€lonis ir Helicobacter pylori, kas ilgstosi radot
ickaisumu kunga glotada var pakapeniski izraisit kunga glotadas atrofiju, ka ari radit kunga
glotadas $tinu izmainas, kas ilgstosa laika perioda atseviskiem pacientiem var novest pie kunga
vEza attistiSanas. lesp&jams iznémums ir autoiminas izcelsmes gastrits, kas rada izteiktu kunga
glotadas atrofiju, kad kungis vairs nevar izdalit vielas, kas palidz uzsiikties B12 vitaminam.
(Sipponen & Maaroos, 2015). Hroniska gastrita diagnosticéSanai ir Cetras dazadas metodes:
hematoksilina un eozina (H&E) iztriepe, Giemsa iztriepe — specifiska DNS fosfatu grupam,
piesaistas DNS regioniem, kur ir liels adenina-timina saites daudzums, ureazes eksprestests un
nospiedumu citologija pacientiem, kuriem veikta kolonoskopija (Pylori et al., 2005).

Peptiskas ciilas ir kunga skabes un enzima pepsina raditi bojajumi baribas vada, kunga vai
divpadsmitpirkstu zarnas sienina (Oh et al., 2020). Visbiezak peptiskas ¢tilas gadijumi ir saistiti ar
Helicobacter pylori infekciju vai nesteroido pretiekaisuma lidzeklu lietoSanu. Divam tresdalam
pacientu slimiba noris asimptomatiski, ta¢u savlaiciga diagnostika un arst€Sana peptisko ¢tlu
gadijuma, ir Joti butiska (Kavitt et al., 2019). Slimibas diagnostikas metodes ir: urinvielu tests,
izelpas parbaude, fécu antigéna parbaude, ureazes eksprestests, serologiska parbaude vai kunga
biopsiju histologija, kas nemta kolonoskopijas laika (Chey et al., 2017).

Gastroezofageala refluksa slimiba (GERS) ir gremosanas traucéjumi, kas ietekmé baribas
vada sfinkteri starp baribas vadu un kungi. Kunga skabe biezi ieplust atpakal baribas vada, kas rada
kairinajumu baribas vada glotada. Raksturigakais GERS simptoms ir grémas jeb dedzinaSanas
sajuta aiz krasu kaula (Clarrett & Hachem, 2018). Diagnostika plasi tiek parbaudita slimnieka
stidzibu analize pirms un péc salsskabes sekréciju mazino$u medikamentu lietoSanas (PPl tests),
ka ar1 kolonoskopija, ka izSkiroSa izmekleSanas metode endoskopiski pozitivas GERS
apstiprinasanai un baribas vada bojajumu smaguma noteiksanai (Kandulski et al., 2018).

Kolorektalais vézis (KRV) ir véZa veids, kas sakas resnaja vai taisnaja zarna — resnas zarnas
beigu dala (Mattiuzzi et al., 2019). Tas ir tresais izplatitakais véza izraisitas mirstibas c€lonis visa

pasaulé ar vairak neka 1,85 miljoniem gadijumu un 850 000 naves gadijumu gada (Biller & Schrag,
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2021). Adenokarcinoma ir visizplatitakais kolorektalais laundabigais audzgjs Iidz 95% gadijumos,
kam seko karcinoidie audzgji, gastrointestinalie stromas audzgji (GIST), limfomas un sarkomas
(Fleming et al., 2012). Slimiba var izraisit zarnu motilitates izmainas (pieméram, caureju vai
aizciet€§jumu), pastavigu sajitu, ka nepiecieSama zarnu iztukSoSana, sléptu vai acimredzamu
kolorektalu asinosanu, ka ari diskomfortu védera, krampjus, neizskaidrojamu kermena masas
zudumu, vajumu un nogurumu, jo ipasi pacientiem ar vézi progres€josa stadija (Glover et al.,
2019). Ieteicamas skrininga un diagnostikas metodes ietver kolonoskopiju (ik péc 10 gadiem),
elastigo sigmoidoskopiju (ik péc 5 gadiem), slépta asins piejaukuma gvajaka testu fecés (QFOBT)
vai imiinkimiska slépta asins piejaukuma testu (FIT), abus atkarto reizi gada vai reizi divos gados
(Bnard et al., 2018).

Ciilainais kolits (CK) ir hronisks idiopatisks resnds zarnas iekaisigs zarnu trauc&jums, kas
izraisa nepartrauktu glotadas iekaisumu, un sakas taisnaja zarna (Gajendran et al., 2019). CK viens
no galvenajiem simptomiem ir bieza védera izeja. Var bit caureja, biezi vien ar asinim vai strutam,
un ta var sakties gan pakapeniski, gan p&ksni. Raksturigas ari sapes védera un krampiji, taisnas
zarnas sapes un asinosana — neliela asinu daudzuma izdalisanas ar fecém (Halling et al., 2017).
Diagnozes apstiprinasanai visos iesp&jamos gadijumos javeic kolonoskopija ar glotadas bioptatu
morfologisku izmeklésanu. Tiek veikta fe¢u paraugu analize, asins analizes — paaugstinats leikocttu
daudzums asinis norada uz smagu slimibas gaitu. Dzelzs deficita skrinings (pilna asins aina,
feritins, transferina piesatinajums) javeic aptuveni reizi gada, pat pacientiem ar klinisku remisiju
(Kucharzik et al., 2020).

Zarnu polipi ir kolorektala véza pirmsvéZa bojajumi, kas izpauZas ka nelidzenumi glotada
(L. Liu et al., 2021). Visbiezak sastopama kliniska izpausme zarnu polipiem ir nesapiga taisnas
zarnas asinoSana vai piejaukumi fécés (Parra & Navarro, 2008). Visplasak izmantota metode polipu
diagnostika ir histologiska tip&Sana, paraugus iegiistot kolonoskopijas laika. Pirms tam jaiegtist
detalizéta gimenes slimibu vésture par vézi, polipiem un iedzimtam patologijam (Schulmann et al.,
2007).

1.3. Kolonoskopija

Kolonoskopija ir plasi izmantota metode resnas zarnas slimibu diagnostic€Sanai un
arstéSanai. Izmeklésanas laika tiek izmantota elastiga caurule ar ladinparneses ierices (CCD)

kameru, kurai ir fotoelektrisku pusvaditaju matrica ar loti augstu jutibu, vai optisko Skiedru kameru,
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kas ievadita caur analo atveri (Rex et al., 2006). Zondes garums ir aptuveni 160-180 cm ar diametru
no aptuveni 1,0 cm lidz 1,2 cm atkariba no razotaja un zondes izméra (Monson & Macklin, 2022).

Vizualie dati, ko kamera ievada ekrana, palidz atklat novirzes, lauj novertét biopsiju,
procediiras laika iesp&ams arT nonemt glotadas bojajumus, izmantojot dazada veida biopsijas
instrumentus, izmantojot papildu kanalus, ka arT iegtit audu paraugus morfologiskai izmekléSanai
(Sheffield et al., 2013).

Kolonoskopija ir ieteicama metode resnas zarnas noveérte€Sanai lielakajai dalai pieauguso
pacientu ar zarnu slimibam, dzelzs deficita anémiju, patologiskiem resnas zarnas radiografiskiem
noveérojumiem, pozitiviem kolorektala véza skrininga testiem, p&cpolipektomijas un pécvéza
rezekcijas uzraudzibu, iekaisigu zarnu slimibu uzraudzibu un pacientiem ar aizdomam par

audzgjiem (Rex et al., 2006).
1.4. Mikrobioms

Mikrobioms ir kada noteikta vidé eso$o mikroorganismu (baktériju, sénu, vienstnu un/vai
virusu) un to génu kopums, pieméram, cilvéka vai dzivnieka kerment un uz ta (Fukuda & Ohno,
2014).

Mikroorganismi apdzivo daudzas cilvéka kermena dalas, tostarp gastrointestinalo traktu, adu,
mutes glotadu un konjunktivu, tomér lielaka dala mikroorganismu apdzivo resno zarnu (Kuntz &
Gilbert, 2017). Augsgja GI trakta (kungi, tievaja zarna) parasti nav liela mikroorganismu
daudzveidiba; mikroorganismu koncentracija zarnu sekrétos ir 10* bakterijas/ml (Gorbach, 1996).
Ari Sender et al. pétijuma noskaidrots, ka baktériju koncentracija kungi un tievas zarnas augsgja
dala (divpadsmitpirkstu zarna un tuk$aja zarna) ir tikai 103-10* bakt@rijas/ml, pateicoties
salidzino$i zemajam kunga pH Iimenim un atrai satura plismai caur kungi un tievo zarnu, bet
resnaja zarna ir 101! bakterijas/g (Sender et al., 2016).

Resnaja zarna salidzino$i ir lielaka mikroorganismu daudzveidiba. Feéces parasti
mikroorganismu koncentracija ir 10* bakterijas/g. (Gorbach, 1996). Lai gan cilvéka organisma
esoSie zarnu mikroorganismu géni liela méra ir kopigi starp individiem, cilvéka zarnu mikrobioms
parasti sastav no daziem simtiem mikroorganismu sugu un var biit loti neviendabigs (Thursby &
Juge, 2017).

Daudzveidigais Gl trakta mikrobioms parsvara sastav no trim galvenajiem bakt&riju tipiem,
proti, Firmicutes, Bacteroidetes un Actinobacteria (Tap et al., 2009). Tadas anaerobo baktériju

gintis ka Bacteroides, Streptococcus un Clostridium zarnu mikrobioma ir sastopamas 1000 reizu
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vairak neka fakultativi anacrobas baktérijas, pieméram, Escherichia Coli (Gorbach, 1996).
Pamatojoties uz metagenoma datiem, cilvéka zarnu mikrobioma var bt vairak neka 1000 bakteriju
sugu, kas parstav vairak neka 9 miljonus génu (Yang et al., 2009). Sis bakterijas var palidzat
sagremot partiku un uznemt nepiecie$amo uzturu un energiju, ko cilvéka kermenis citadi nevarétu
uznemt tiesi, t.i., cilvéks ir ieguvis daudzus sev nepiecieSamos geénus, lai gan Sie géni nav
attisttjusies cilvéka genoma (Turnbaugh et al., 2006).

Parasti tiek uzskatits, ka mikrobioma attistiba sakas no dzimsanas, lai gan §is apgalvojums
tiek apstridéts vairakos pétijumos, kuros mikroorganismi tika atklati dzemdes audos, piem&ram,
placenta (Aagaard et al., 2014). P&c piedzimSanas Gl trakts tiek atri kolonizéts, un dzives gaita
dazadi notikumi, piem@ram, slimibas, arst€Sana ar antibiotikam un izmainas uztura, izraisa
izmainas mikrobioma (Rodriguez et al., 2015). Agrinas attistibas stadijas parasti ir zema
mikrobioma daudzveidiba, un taja dominé divi galvenie bakteriju tipi — Actinobacteria un
Proteobacteria (Backhed, 2011). Pirmaja dzives gada palielinas mikroorganismu daudzveidiba un
mikrobioma sastavs, lidzvertigs picaugusa cilvéka mikrobiomam, kas katram individam ir atSkirigs
(Palmer et al., 2007). Individiem, kas vecaki par 65 gadiem, mikrobioms mainas, palielinoties
Bacteroidetes un Clostridium 1V klastera parstavjiem, atskiriba no jaunakiem individiem, kur XIVa
Klastera parstavju kopa ir izplatitaka (Claesson et al., 2011).

2007. gada Nacionalais veselibas institiits (National Institutes of Health — NIH) saka Tstenot
Cilveka mikrobioma projektu (Turnbaugh et al., 2007). ST projekta darbibas mérkis ir attistit
cilvéka mikrobiologijas nozari, lai pilnvértigi raksturotu cilvéka mikrobiomu, uzlabotu cilvéku
veselibas stavokli un noskaidrotu, ka slimibas var ietekmét mikrobiomu, izmantojot jaunakas
tehnologijas un resursus (Peterson et al., 2009).

Zarnu mikrobioms un metagenoms ir jomas, kuru pétijumiem Sobrid tiek pieversta arvien
lielaka uzmaniba. Tiek uzskatits, ka mikrobioma izmainas veicina daudzu slimibu attistibu
(McCreight et al., 2016). Cilvéka zarnu mikrobioms ievérojami veicina ne tikai GI trakta veselibas
uzturéSanu, bet novirzes no ta normalas kompozicijas, ari slimibu attistibu. Jaunakie zinatniskie
atklajumi apstiprina, ka zarnu mikrobioms varétu kalpot ka nakotnes diagnostikas un terapeitiskais
merkis ar iekaisumu saistitam, ka arT neoplastiskam GI trakta slimibam (Gorkiewicz & Moschen,
2017).
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1.5. MiRNS

MikroRNS (miRNS) ir nelielas, aptuveni 22 nukleotidus garas vienpavediena nekodgjosas
molekulas. MiRNS ir viena no dzivniekiem bagatigako génu regul€joSo molekulu klasém,
identific€jot simtiem atskirigu miRNS cilvékos un dzivniekos (Bartel, 2018).

MIRNS ir nozimiga loma génu ekspresijas reguléSana. MiRNS géni ir sastopami proteinu
kodgjoSo geénu intronos, proteinu nekod&oso génu intronos un eksonos, ka art 3’ netranslétaja
regiona (3> UTR). MiRNS biogenézi veido secigu procesu virkne, lai izveidotu nobriedusas
miRNS. MiRNS géni tiek transkrib&ti par primarajiem prekursoriem (pri-miRNS, kas biezi ir
tikstosSiem nukleotidu garas, un veido matadatas prekursorus) ar RNS polimerazes II vai
polimerazes III palidzibu. Pri-miRNS tiek apstradatas kodola, izmantojot Drosha-DGCRS8
kompleksu (cilvéka) vai Drosha-Pasha (Drosophila un C. elegans), lai iegiitu aptuveni 70
nukleotidu garas prekursoru miRNS (pre-miRNS). Péc tam pre-miRNS no kodola tiek
transportétas uz citoplazmu, izmantojot eksportinu 5 — proteinu, kur RNazes III endonukleaze
DICER papildus saske] pre-miRNS uz aptuveni 22 nukleotidu garam, nobriedusam, divpavedienu
miRNS ar vadoSo un atpaliekoSo k&di. Tam seko viena no pavedieniem ieklausana RISC (RNS
ierosinats géna izslégSanas komplekss), izveidojot miRISC kompleksu. Otrs no miRNS
pavedieniem, kas netiek ieklauts Saja kompleksa, tiek degradéts (He et al., 2011). 5° gala eso$ajai
heptametriskajai sekvencei, kura visbiezak ir atrodama 2.-7. pozicija, ir nozimiga loma miRNS un
mRNS mijiedarbiba, lai nodrosinatu miRNS funkcijas, tai ir jabit pilniba komplementarai mérka
MRNS sekvencei (Sun et al., 2009).

Lidz $im ir atklatas vairak neka 17 000 miRNS 142 dazadas sugas. MiRNS ir iesaistitas
dazados Stinu procesos, ka §tnu daliSanas, Stinu attistiba, proliferacija, intracelularo signalu
nodoSana un noveco$anas. ir zinams, ka miRNS ir saistitas ar vairak ka 70 dazadu slimibu,
piemé&ram, virusu infekciju, GI trakta laundabigu audzgju, diabéta, ar imiinsist€ému saistitu slimibu
un neirodegenerativo trauc&jumu attistibu (Sarshar et al., 2020).

Nesen tika paradits, ka saimniekorganisma miRNS piedalas zarnu patogénu invazija un
infekciju izraisiSana Gl trakta (Aguilar et al., 2019). Turklat arvien vairak p&tijumos tiek paradita
miRNS funkcionala lomas mijiedarbiba starp zarnu mikroorganismiem un saimniekorganisma

zarnu epitélija Sinam (Takeda et al., 2011).
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1.6. MiRNS un zarnu mikrobioma mijiedarbiba

Zarnu mikrobiomam ir biitiska loma dazados biologiskos dzivibas procesos un slimibu gaita
(Nakata et al., 2017). Regulgjot miRNS, zarnu mikroorganismi var vairak iesaistities génu un
saimnickorganisma zarnu homeostazes regulésana (Singh et al., 2011).

Fekalas miRNS galvenokart sekreté zarnu epit€lijsSiinas, bet ar1 Paneta un kausveida Stinas
(S. Liu et al., 2016). Zarnu epitelijstinu sekretétas miRNS tiek izdalitas limena, modulgjot zarnu
mikroorganismu augSanu un zarnu mikrobioma sastavu. Zarnu mikrobiomu saimniekorganisma
var ietekm@t ar1 ar uzturu uznemtas miRNS, savukart zarnu mikrobioms var regulét zarnu miRNS
ekspresiju saimniekorganisma (Bi et al., 2020).

MiRNS ir identificetas ka biomarkieri sporadiska cilvéka resnas zarnas véza un aktiva
¢ulaina kolita gadijuma — pacienta fécés un audos (Ahmed, 2014), un tas var izmantot ari ka
mikroobioma kompozicijas svarstibu markierus (Moloney et al., 2018). Turklat ir konstatéts, ka
zarnu mikrobioms regulé saimniekorganisma génu ekspresiju, tostarp miRNS, galvenokart caur
zarnu mikrobioma metabolitiem, piemé&ram, lipopolisaharidiem (LPS), butiratiem un amiloidiem
(Hu et al., 2015).

Solomon et al. pétija dekstrana sulfata natrija (DSS) izraisitu kolitu. Pétijjums tika veikts, lai
paplasinatu zinasanas par zarnu epitéliju ka fé€u miRNS avotu. Zarnu epitélija Siinu apoptoze pec
DSS arstéSanas izraisija izteiktu fekalo miRNS samazinaSanos, ta pieradot, ka zarnu epitélija Stinas
ir galvenais fekalo miRNS avots (Solomon et al., 2010).

Liu et al. pétijuma kultivéja Fusobacterium nucleatum un E. coli kopa ar maksligi sintez&tam
miRNS. Tika konstatéts, ka hsa-miR-515-5p veicina F. nucleatum augsanu, savukart hsa-miR-
1226-5p veicina E. coli augSanu. Sie rezultati pierada miRNS tieSo ietekmi uz bakteriju
sastopamibu mikrobioma. Tika ari atklats, ka hsa-miR-515-5p, miR-876-5p, hsa-miR-325 un
hsamiR-1253 varétu potenciali saistities ar F. nucleatum nukleinskabju sekvencém; hsa-miR-4747-
3p, hsa-miR-1224-5p, hsa-miR-1226-5p un hsa-miR-623 potenciali varétu saistities ar E. coli
nukleinskabju sekvencém (S. Liu et al., 2016).

Liu & Weiner pétijuma tika kultivétas bakterijas kopa ar fluorescenti iezim&tam miRNS, ka
rezultata miRNS iekluva bakterijas un lokalizgjas pie baktériju nukleinskabém. Tika noskaidrots,
ka visas bakt€riju génu sekvences ir komplementaras ar dazadam miRNS (S. Liu & Weiner, 2016).

Bakalaura darba ir planots apskatit un noskaidrot, vai dazadas eksperimentalajas grupas ir
sastopamas biitiskas miRNS atskiribas starp grupam, ka ari izpétit saimniekorganisma miRNS un

zarnu mikrobioma mijiedarbibu. Biitu svarigi izprast un apliikot, vai pastav sakaribas starp miRNS
15



un mikrobiomu, lai nakotng to varétu potenciali pielietot ka vienu no strat€gijam mérktieciga

mikrobioma modificé$ana.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Izmantotas iekartas un materiali

1. tabula
Izmantotas iekartas.

Table 1.

Equipment used in the study.

Iekarta Modelis Razotajs Valsts
Laminarbokss Biowizard Kojair Tech Oy Somija
Laminarbokss ESCO SC2-4E1 Esco Lifesciences Bangladesa
Centrifuga Centrifuge 5415R Eppendorf Vacija
Centrifuga Centrifuge 5415D Eppendorf Vacija
Centrifuga Centrifuge 5417R Eppendorf Vacija
Centrifuga Centrifuge 5804 Eppendorf Vacija
Centrifiiga MiniSpin Plus Eppendorf Vacija
Termostats Zz(e)rmo Block TDB- Biosan Latvija
Homogenizators FastPrep-24 MP Biomedicals ASV
Fluorometrs Qubit 2.0 Invitrogen Life Technologies ASV
Koncentrators Concentrator plus Eppendorf Vacija
PCR iekarta ¥Z’::rlni6lgz/ Ellér Applied Biosystems ASV
PCR iekarta T100 Thermal Cycler BioRad ASV
Bioanalizators Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies ASV
Vortekss Microspin FV-2400  Biosan Latvija
Magnetiskais stativs DynaMag™-2 Thermo Scientific Lielbritanija
Magnet Fisher
Sekvenators MiSeq [lumina ASV
Sekvenators DNBSEQ-G400RS MG], Tech Co., Ltd. Kina
Saldétava Active Soft Snaige Lietuva
Kelvinators ULTF 420 Arctik Danija
Udens attirisanas Mili-Q Synthesis A10 Merck Millipore ASV

iekarta
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2. tabula

Izmantotie laboratorijas piederumi.

Table 2.

Laboratory equipment used in the study.

Laboratorijas piederumi RaZotajs Valsts
Eppendorf Research plus automatiska pipete, 0,5-10 pl Eppendorf Vacija
Eppendorf Research plus automatiska pipete, 2-20 ul Eppendorf Vacija
Eppendorf Research plus automatiska pipete, 20-200 pl Eppendorf Vacija
Eppendorf Research plus automatiska pipete 100-1000 ul  gppendorf Vicija

3. tabula

Izmantotie vienreizlietojamie materiali.

Table 3.

Disaposable materials used in the study.

Materials Kataloga numurs RaZotajs Valsts
96 bedrisu PCR plate 72.1978.202 Sarstedt Lielbritanija
9_6 befirlsu PCR plates 95.1995 Sarstedt Vacija
limpléve
PCR stobrini ar vaciniem 72.991.002 Sarstedt Vacija
Stobrini, 5 ml 60.558.001 Sarstedt Vacija
Stobrini, 1,5 ml “Safe seal” 72.706.200 Sarstedt Vacija
Stobrini, 1,5 ml “LoBind” 022431021 Eppendorf Vacija
Stobripi, 15 ml 62.554.502 Sarstedt Vacija
Stobrini, 50 ml 62.547.254 Sarstedt Vacija
Thermo Scientific
Qubit stobrini Q32856 Fisher Kina
1000 pl uzgalis ar filtru 70.3050.255 Sarstedt Vacija
2-200 wluzgalis ar filtru ~ 70,760.211 Sarstedt Vacija
2-20 pl uzgalis ar filtru 70.760.213 Sarstedt Vacija
0,5-10 pluzgalis ar filtru 70.1130.210 Sarstedt Vacija
0,5-20 pluzgalis ar filtru 70,1116.210 Sarstedt Vacija
0,1-10 pluzgalis ar filtru  732.1487 ZAP Premier ASV
Thermo Fisher
RNaseZap salvetes AM9786 Lietuva

Scientific
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4. tabula

Izmantotie reagenti un izejvielas.

Table 4.

Reagents and substances used in the study.

Reagents/izejviela Razotajs Valsts
Etanols 100% SIA Jaunpagasts Plus Latvija
MGIEasy DNA Clean Beads = MGI Tech Co., Ltd. Kina
5. tabula
Izmantotie reagentu komplekti.
Table 5.
Reagent kits used in the study.
Nosaukums RaZotajs Kataloga numurs  Valsts
AllPrep
DNA/RNA/miRNA } -
Universal Kit reagentu Qiagen 80224 Vacija
komplekts
FastDNA SPIN Kit for ) ) 116560200-
Soil MP Biomedical 116560000 ASV
MGIEasy Small RNA
Library Prep Kit MGI Tech Co., Ltd. 1000005269 Kina
reagentu komplekts
High Sensitivity DNA
Reagents reagentu Agilent Technologies 5067-4626 ASV
komplekts
Il RNA reag
oma reagentl  agilent Technologies  5067-1548 ASV
komplekts
Qubit dsDNA HS Assay L
Th Scientif
Kit, 500 Assays erno SElentie Q32854 ASV
) Fisher
reagentu komplekts
Qubit RNA HS Assay Thermo Scientific
Kit, 500 Assays . Q32855 ASV
) Fisher
reagentu komplekts
Qubit ssDNA Assay Kit, o
500 Assays reagentu  Lpermo Scientific Q10212 ASV
Fisher
komplekts
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2.2. Metodes
2.2.1. Pétijuma dizains

P&tijuma piedalijas 45 dalibnieki (17 viriesi un 28 sievietes), kuriem tika veikta kolonskopija.
No tiem 17 dalibniekiem nebija ar GI trakta slimibam saistita diagnoze, 3 dalibniekiem ir zarnu
divertikuloze, 13 — hronisks gastrits, 3 — kunga vai divpadsmitpirkstu zarnas ¢iilas (peptiskas ¢tlas),
7—-GERS, 5 - KRV, 1 — zarnas polipi, 2 — CK. Dalibnieku ieklau$anai paraugkopa tika nemti véra
sekojosi kriteriji: (1) dalibnieks ir pilngadigs; (2) sieviet€ém nav iestajusies gritnieciba vai nav ar
kriiti barojams bérns; (3) nav sekojoSu veselibas problému: a) akiita saslim$ana iesaistes bridi; b)
nieru mazspé€ja vai nieru darbibas trauc€jumi; ¢) autoimiinas slimibas; d) HIV, HBV vai HCV; e)
regulari tiek lietots alkohols; (4) ped&jo divu méneSu laika nav lietoti sekojosi medikamenti:
antibiotikas; probiotiki tableSu/kapsulu veida; iminsupresivi medikamenti; anticitokini;
kortikosteroidi; protonu stiknu inhibitori; (5) nav bijusas butiskas zarnu trakta operacijas (zarnu
resekcija, bariartriskas operacijas u.c.), iznemot apendektomiju; (6) pe€déjas nedelas laika nav bijusi
caureja.

Zarnu biopsiju paraugus ievaca apmacits medicinas personals planveida kolonoskopijas
laika. No katra pacienta sterila stobrina, kam pievienots RNA later, tika ievaktas divas lidz tris
resnas zarnas biopsiju alikvotas (katra 2 mm izméra). Fé¢u ievakSanai dalibniekam tika iedots
sterils fécu parauga ievaksanas trauks un izskaidrota parauga ievakSanas kartiba, tika ievaktas divas
fecu paraugu alikvotas no katra pacienta. Fé¢u ievaksanas protokola shéma ir att€lota 2. att€la. Pec
ievakSanas paraugi tika nogadati laboratorija ar $im noliikam piemérotu transportu, kas nodroSina

biologisko drosibu, audu paraugu kvalitati. Visi paraugi ilgtermina tika uzglabati -80°C.

Qe w=,

Fétu paraugs nedrikst Paraugs janovieto saus3, tira Ar fécu ievaksanas stobrina esoso karotiti Pirms un péc parauga
nonakt saskaré ar tualetes trauka vai uz jebkadas citas tiras panemt nepieciefamo fé¢u daudzumu un ievakéanas kartigi
pedu vai citu virsmu, ka ari virsmas, pieméram, uz salvetes ievietot stobrina, stobrinu atverot tiesi nomazgat rokas

ar jebkadiem skidrumiem pirms izmantosanas

2. attéls. Vadlinijas fééu paraugu ievaksanai. Pielagots no (Harrison County: Environmental
Health: Food Poisoning, 2015).
Figure 2. Guidelines for stool sample collection. Adapted from (Harrison County: Environmental

Health: Food Poisoning, 2015).
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2.2.2. Totalas RNS izdaliana no zarnu biopsiju paraugiem

Totalas RNS izdalisanai no pacientu zarnu biopsiju paraugiem tika izmantots AllPrep
DNA/RNA/mMIRNA Universal Kit reagentu komplekts. Tas paredzets, lai vienlaicigi veiktu
genomiskas DNS un totalas RNS (art miRNS) izdaliSanu no visu tipu audu paraugiem, ieskaitot ar

lipidiem un $kiedrvielam bagatus audus (QIAGEN, 2020).

Protokols:
1. Pirms darba sagatavo buferus un DNazes Skidumu.
e Laisagatavotu FRN buferi, 42 ml izopropanola pievieno FRN bufera koncentratam.
e DNazes I pudelitei ar Slirci pievieno 550 pl no RNazém briva tidens. Samaisa
$kidumu invertgjot, alikvoté un uzglaba -30°C lidz -15°C (lidz 9 ménesiem).
e Atkausgtas alikvotas var tikt glabatas 2-8°C Iidz 6 nedélam.
e Lai sagatavotu RPE buferi, pievieno 44 ml 96-100% etanola RPE bufera
koncentratam.
e AWI bufera sagatavosanai 19 ml bufera AW1 koncentratam pievieno 25 ml 96-
100% etanola.
e AW?2 bufera sagatavosanai 13 ml bufera AW2 koncentratam pievieno 30 ml 96-
100% etanola.
2. Paraugus ievieto Lysing Matrix D stobrina. Visas talakas darbibas veic uz ledus.
3. Sagatavo maistjumu homogenizgSanai: katram 1 ml RLT Plus bufera pievienojot 10 pl -
merkaptoetanola.
4. Pievieno 600 pl RLT Plus bufera un B-merkaptoetanola maisijumu zarnu biopsijam.
5. Homogenizé stobrinus 30 sekundes pie atruma 5 m/s, izmantojot Fast Prep iekartu. So
procesu atkarto 2 reizes.
6. Paraugus 1si centrifuge lidz pazud putas.
7. Parnes homogeniz&to lizatu uz AllPrep DNA Mini spin kolonnu, kura ievietota 2 ml
stobrina.
8. Paraugus centrifugé 30 sekundes pie maksimalajiem apgriezieniem (20’000 x g).
Parliecinas, ka uz kolonnas membranas nav Skidruma. Ja nepiecieSams, atkarto
centrifugéSanu.

9. levieto AllPrep DNA Mini spin column jauna 2 ml stobrina. Atstaj uz vélaku laiku.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
24.

Pievieno 80 pl proteinkinazi K filtratam, kas izveidojies péc 7. sola un samaisa pipetgjot.
Pievieno 350 pl 96-100% etanola, samaisa pipetgjot.

10 minttes inkubg istabas temperatiira.

Pievieno 750 pul 96-100% etanola, samaisa pipetgjot.

Parnes lidz 700 pl parauga uz RNeasy Mini spin column, kas ievietota 2 ml stobrina.
Centrifuge 15 sekundes maksimalajos apgriezienos. Atbrivojas no filtrata. Turpina lidz viss
paraugs izlaists caur kolonnu.

Pievieno 500 ul RPE bufera RNeasy Mini spin kolonnai. Centrifugé 15 sekundes
maksimalajos apgriezienos. Atbrivojas no filtrata.

Izveido maistjumu, kur pievieno 10 ul DNase | pie 70 ul RDD bufera katram paraugam.
Pievieno 80 pl maisfjuma tie$i uz RNeasy mini spin kolonnas membranas un 20-30°C
inkubgé 15 miniites.

Pievieno 500 pl FRN bufera. Centrifugé 15 sekundes maksimalajos apgriezienos. Filtrats
jasaglaba, jo tas satur miRNS.

Kolonnu ievieto jauna 2 ml stobrina. Filtratu laiz cauri kolonnai un centrifugé 15 sekundes
maksimalajos apgriezienos. Atbrivojas no filtrata.

Pievieno 500 pl RPE bufera RNeasy Mini spin kolonnai. Centrifugé 15 sekundes
maksimalajos apgriezienos. Atbrivojas no filtrata.

Kolonnai pievieno 500 pl 96-100% etanola. Centrifugé 2 minlites maksimalajos
apgriezienos, lai izskalotu kolonnas membranu. Iznem no centrifigas ta, lai kolonna
nesaskaras ar filtratu.

Ievieto kolonnu jauna 1.5 ml stobrina. Pievieno 30-50 pl no RNazém briva tGdens uz
kolonnas membranas. Centrifugé pie >8000 g 1 miniiti.

Atkartoti izskalo kolonnu ar 30-50 ul no RNazeém briva tdens.

Izdalito RNS glaba -20°C ilgstoSai uzglabasanai vai 4°C, ja lietoSana paredzeta tuvakaja

laika.

2.2.3. RNS koncentracijas noteikSana

Lai noteiktu RNS koncentraciju, tika izmantota Invitrogen Qubit iekarta un Invitrogen Qubit

RNA HS Assay reagentu komplekts. Invitrogen Qubit fluorometrs tiek izmantots DNS, RNS,

miRNS un proteinu kvantitativajai noteikSanai. Metodes pamata ir selektivo krasvielu

izmantoSana, kas emite fluorescenci, piesaistoties pie kadas no iepriek§ minétajam molekulam. Ar
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Invitrogen Qubit fluorometru var veikt mérfjumus paraugiem, kuru sakotngja koncentracija ir no

50 ng/mL Iidz 100 pg/mL, ka arT izmantojot tikai nelielu tilpumu parauga. Invitrogen Qubit

neidentificé salus, brivos nukleotidus, Skidinatajus un citus iesp&jamos kontaminantus, tapéc

fluorescences mérjumi tiek uzskatiti par loti preciziem (Thermo Fisher Scientific, 2019).

© N o g B

Protokols:
Pagatavo reakcijas maistjumu, kuram pievieno buferi 199 x n pl un fluorescento krasu 1x
n pl, kur n ir stobrinu skaits, paraugu skaitam tiek pieskaititi divi standartu stobrini.
Nepieciesama 10% reagentu rezerve. MaisTjumu apmaisa, to dazas reizes invertgjot.
Qubit stobrinu (Qubit Assay tube) marke uz vacina, stobrina sanus nedrikst markét, jo caur
stobrina saniem tiks raidits gaismas stars. Katra no mark&tajiem Qubit stobriniem, kuros
tiks pievienots paraugs, iepilina 198 pl reakcijas maisijuma, bet stobrinos, kuros tiks
pievienots pirmais un otrais standarts, iepilina 190 ul reakcijas maistjuma.
Katra paraugu stobrina iepilina 2 pul RNS parauga. Katra standartu stobrina pievieno 10 pl
standarta.
Katru stobrinu vorteksé 2-3 sekundes un 1si centrifugg.
Qubit fluorometra izvélas rezimu RNA High Sensitivity.
Ievieto 1. standartu un nolasa vértibu, uzspiezot “Read”.
Ievieto 2. standartu un nolasa vértibu, uzspiezot “Read”.
Pa vienam ievieto katru paraugu un nolasa koncentraciju, izvéloties mérvienibu ng/pl,

uzspiezot “Read”.
2.2.4. RNS kvalitates parbaude

RNS kvalitates parbaudei tika izmantots Agilent 2100 bioanalizators un Agilent Small RNA

reagentu komplekts, ar kuru iesp&jams analizét RNS fragmentus. Agilent Small RNA ¢ips sastav no

savstarpgji savienotiem mikrokanaliem, kuros tiek atdaliti nukleinskabju fragmenti pé&c to

izmériem (Technologies, 2019).

1.

Pirms darba uzsakSanas ar Agilent Small RNA reagentu komplektu, to novieto istabas

temperattra vismaz 30 miniites ta, lai tam nepiekliitu gaisma.
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2. Sagatavo gela un krasvielas maisTjumu, pievienojot 2 ul Agilent Small RNA krasu 40 ul
matriksa gelam no RNazém briva stobrina (RNase-free microtube).

3. Reakcijas maisijumu vairakas reizes pipetg, lai izveidotos homogeéns maistjums.

4. Centrifuge 10 minttes pie 13000 g istabas temperatiira.

5. Sagatavo &ipa uzpildes staciju. Cipa pamatni nostada C pozicija. Cipa uzpildes stacija

levieto Agilent Small RNA ¢ipu.

Bedritg, kas apziméta ar G, iepilina 9 pl pagatavota gela.

Parliecinas, ka §lirce ir noreguléta uz 1 mL, aiztaisa darba staciju.

Piespiez §lirces galu lidz Slirce ir nofiks€ta darba stacija.
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Gaida tiesi 60 sekundes, tad atlaiz sleédzi, kas Slirci tur darba stacija.

10. Gaida 5 sekundes, tad Ieénam atvelk Slirces galu lidz 1 mL atzimei.

11. Atver darba staciju un pargjas G bedrites iepilina 9 pl gela.

12. Iepilina 5 pl markiera visas tukSajas bedrites.

13. Iepilina 1 pl ladder bedrite, kas apziméeta ar kapnu simbolu.

14. Katra no 11 paraugu bedritém iepilina 1 pl parauga vai, ja paraugu skaits ir mazaks neka
11, tad iepilina 1 pl ladder.

15. Novieto Cipu horizontali un vorteksé 1 miniiti pie 2400 rpm.

16. Cipu ievieto Agilent 2100 Bioanalyzer ickarta un 5 minasu laika sak analizi.

17. P&c analizes, ¢ipu iznem no Agilent aparata, ievieto Cipu ar tideni uz paris mintitém, iznem

¢ipu un pagaida, kamér elektrodi ir nozuvusi.
2.2.5. RNS koncentrésana

P&éc paraugu RNS koncentracijas noteikSanas ar Qubit fluorometru, daziem paraugiem tika
konstateta parak maza RNS koncentracija turpmakajam darbibam. Lai to palielinatu, tika izmantota

RNS koncentréSana vakuuma, kas paatrina Skidruma iztvaikosanu.

Protokols:
1. Paraugus Tsi centrifugg.
2. Atvertus stobrinus ar paraugiem ievieto Eppendorf Concentrator Plus iekarta ta, lai tie batu
lidzsvara.
3. Uzstada V-AQ rezimu, kas ir +30°C temperatiiras rezims skidra agregatstavokli esoSiem

paraugiem.
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4. Veic centrifugéSanu 15-30 miniites lidz parauga tilpums ir samazinajies 1idz v€lamajam
tilpumam. Ja RNS koncentracija vél joprojam ir parak maza, palielina centrifugéSanas

laiku.
2.2.6. RNS atS$kaidiSana

P&c RNS koncentracijas noteik$anas ar Qubit fluorometru, paraugi tika atSkaiditi atseviskos
stobrinos ar no Rnazeém brivu tideni 11dz koncentracijai 5 ng/pl ta, lai tos var€tu izmantot biblioteku

sagatavosanai.

2.2.7. MiRNS bibliotéku sagatavosana ar QIAseq miRNA Library Kit reagentu
komplektu

a) 3’ adapteru ligeSana

1. Uz ledus atkausé RNS paraugus, kuri pirms tam sagatavoti ta, lai 5 ul biitu 100 ng totalas
RNS.

2. Istabas temperatira atkausé QIAseq miRNA NGS 3’ adapteri, QIAseq miRNA NGS 3’
buferi, 2x miRNA ligé€sanas aktivatoru un no nukleazém brivu tGdeni. Samaisa skidumus
invert&jot. Isi centrifuge visus reagentus. QIAseq miRNA NGS RI un QIlAseq miRNA NGS
37 RNS ligazi iznem no saldétavas un novieto uz ledus tiesi pirms to izmantoSanas.

3. Uz ledus sagatavo 3’ lig€Sanas reakcijas maisijumu, kas vienam paraugam sastav no:

e 1 ul QIAseq miRNA NGS 3’ adaptera

e [ pl QIAseq miRNA NGS RI

e [ pul QIAseq miRNA NGS 3’ ligazes

e 2 ul QIAseq miRNA NGS 3’ bufera

e 10 pl 2x miRNA ligéSanas aktivatora
Reakcijas maistjumam pielieto 10% rezervi.

4. RNS paraugiem pievieno 15 pl izveidota reakcijas maisijuma un pipeté 15-20 reizes, 1si
centrifuge.

5. Inkube 1 stundu +28°C. Inkubgé 20 miniites +65°C. Notur reakciju vismaz 5 miniites +4°C.
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b) 5’ adapteru ligesana

Istabas temperatiira atkausé QIAseq miRNA NGS 5° adapterus, QIAseq miRNA NGS 5’

1.

buferi. Samaisa $kidumus invertgjot. Isi centrifugé visus reagentus. QIAseq miRNA NGS Rl

un QI4seq miRNA NGS 5’ RNS ligazi iznem no sald€tavas un novieto uz ledus tiesi pirms

to izmantosanas.

2. Uz ledus sagatavo 5’ lig€Sanas rekacijas maisijumu, kas vienam paraugam sastav no:

3.

1 ul QIAseq miRNA NGS 5’ adaptera
1 pl QIAseq miRNA NGS RI

1 ul QIAseq miRNA NGS 5’ ligazes
2 ul QIAseq miRNA NGS 5’ bufera

15 pl no nukleazém briva tidens

Reakcijas maisjjumam pielieto 10% rezervi.

3’ ligeéSanas galaproduktiem pievieno 20 pl izveidota reakcijas maisijuma un pipeté 10-15

reizes, 1si centrifugg.

Inkub& 30 miniites +28°C. Inkub& 20 miniites +65°C. Notur reakciju vismaz 5 minites

+4°C.

c) Reversa transkripcija

Istabas temperattra atkause QIAseq miRNA NGS RT iniciatoru, QIAseq miRNA NGS RT

1.

buferi un QlAseq miRNA NGS RT praimeri. Samaisa §kidumus invert&jot. Isi centrifugg

visus reagentus. QIAseq miRNA NGS RI un QlAseq miRNA NGS RT enzimu iznem no

saldeétavas un novieto uz ledus tiesi pirms to izmantoSanas.

5’ ligésanas galaproduktiem pievieno 2 pl QIAseq miRNA NGS RT iniciatora. Pipeté 15

reizes un 1si centrifugg. Inkub€ paraugus sekojosi:

2 miniites +75°C
2 miniites +70°C
2 miniites +65°C
2 miniites +60°C
2 miniites +55°C
5 miniites +37°C
5 miniites +25°C
o +4°C
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Uz ledus sagatavo reversas transkripcijas reakcijas maisijumu, kas vienam paraugam sastav
no:

e 2 ul QIAseq miRNA NGS RT praimera

o 1 ul QIAseq miRNA NGS RI

e | ul QIAseq miRNA NGS RT enzima

e 12 ul QIAseq miRNA NGS RT bufera

e 2 ul no nukleazém briva tdens Reakcijas maisijumam pielieto 10% rezervi.
5’ ligéSanas un QlAseq miRNA NGS RT iniciatora pievieno$anas galaproduktiem pievieno
18 ul izveidota reakcijas maisijuma un pipeté 12 reizes, 1si centrifuge.

Inkubg 1 stundu +50°C. Inkubg 15 minttes +70°C. Notur reakciju vismaz 5 minttes +4°C.

d) Magnétisko lodiSu sagatavoSana

1.

Kartigi savorteksé QIAseq magnétiskas lodites un QIAseq miRNA NGS magnétisko lodisu
piesaistiSanas buferi, lai Skidums btitu homoggns.

Pievieno 400 pl QIAseq magnétiskas lodites 2 ml stobrina (microcentrifuge tube). Sis
tilpums nepiecieSams vienam paraugam. Isi centrifugé un uzreiz stobrinus novieto uz
magnétiska stativa.

Kad lodites ir nostajusas pie magnéta sieninas, uzmanigi nonem un izlej supernatantu.
Stobrinus nonem no magnétiska stativa un pievieno 150 ul QIAseq miRNA NGS magnétisko
lodisu piesaistiSanas buferi. Vorteksé 11dz izveidojas homogéns §kidums. Isi centrifugg un
novieto stobrinus uz magnétiska stativa.

Kad lodites ir nostajusas pie magnéta sieninas, uzmanigi nonem un izlej supernatantu.
Stobrinus nonem no magnétiska stativa un pievieno 400 ul QIAseq miRNA NGS magnétisko
lodi8u piesaistiSanas bufera. Vortekse 1idz izveidojas homogens Skidums.

QMN lodites ir gatavas un, ja tas netiek izmantotas uzreiz, tad glaba no +2 lidz +8°C lidz

vienai nedélai.

e) cDNA attiriSana ar magnétiskajam loditém

1.

2.
3.

Parliecinas, ka QMN lodites ir kartigi savorteksétas. Isi centrifugeé stobrinus, kuros bija
galaprodukts no reversas transkripcijas reakcijas.
Pievieno 143 pl QMN lodites. Vortekse 3 sekundes un 1si centrifugg.

Inkubg istabas temperatiira 5 miniites.
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10.

11.
12.

Stobrinus novieto uz magnétiska stativa aptuveni 4 miniites [idz lodites ir pilniba nostajusas
pie stobrina sieninas.

Supernatantu izlej, neaizskarot lodites.

Stobriniem esot uz magnétiska stativa, pievieno 200 ul 80% etanola. Uzreiz nonem un izlej
pievienoto etanolu.

Atkarto skaloSanu, pievienojot 200 ul 80% etanola. Uzreiz nonem un izlej pievienoto
etanolu.

Stobriniem esot uz magnétiska stativa, atver stobrina vacinus un zave lodites 10 miniites
vai l1dz tiek noverots, ka loditém ir matéta virsma.

Stobriniem esot uz magnétiska stativa, elueé DNS, stobriniem pievienojot 17 pl no
nukleazém briva tidens. Stobrinus nonem no magnétiska stativa.

Kartigi samaisa Skidumu pipet€jot Iidz tas ir pilniba resuspendéts. Isi centrifugé un inkubg
istabas temperattira 2 miniites. Novieto stobrinus uz magnétiska stativa apmeéram 2 miniites
11dz lodites ir nostajusas pie stobrina sieninas.

Parnes 15 pl eluétas DNS jaunos stobrinos.

Talak veic nakamo rekaciju vai ar1 cDNA attiritie galaprodukti var glabaties saldétava no -

30 Iidz -15°C.

f) PCR amplifkacija

1.

2.

Istabas temperatiira atkausé QIAseq miRNA NGS biblioteku sagatavosanas buferi, QlAseq
miRNA NGS ILM biblioteku tiesais praimeris un nepiecieSsamos QlAseq miRNA NGS ILM
indeksu praimerus, kas katram paraugam ir atSkirigi. Samaisa $kidumus invertgjot. Isi
centrifugg visus reagentus. HotStarTaq DNS polimerazi iznem no saldétavas un novieto uz
ledus tiesi pirms to izmantoSanas.
Uz ledus sagatavo biblioteku amplificésanas reakcijas maistjumu, kas vienam paraugam
sastav no:

o 16 ul QIAseq miRNA NGS Library bufera

e 3 ul HotStarTaq DNS polimerazes

e 2 ul QIAseq miRNA NGS ILM biblioteku tiesa praimera

e 42 ul no nukleazém briva tidens

Reakcijas maisijumam pielieto 10% rezervi.
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AttiriSanas galaproduktiem pievieno 63 ul izveidota reakcijas maisijuma un pipete 12
reizes. Katram paraugam pievieno 2 ul atSkirigus indeksu praimerus. Isi centrifugg.
Uzstada PCR programmu (+95°C 15 min, 16x (+95°C 15 sek, +60°C 30 sek, +72°C 15

sek), +72°C 2 min, +4°C 0. Reakcijas tilpums 80 pl. Notur reakciju vismaz 5 minites +4°C.

g) Amplificéto bibliotéku attiriSana

1.

10.

11.

12.

13.

14.
15.

Savorteksé un 1si centrifuge QMN magnétiskas lodites. Pievieno 75 pl lodites tiros
stobrinos.

Isi centrifuge stobrinus, kuros ir amplificétas bibliotekas, un parnes 75 pl uz stobriniem,
kuri satur magnétiskas lodites. Vortekse 3 sekundes un Tsi centrifugg.

Inkubg istabas temperatiira 5 minttes.

Stobrinus novieto uz magnétiska stativa uz 4 mintitém Iidz lodites ir nostajusas pie stobrina
sieninas.

145 pl supernatanta parnes uz jauniem stobriniem. Stobrinus ar lodit€m izmet.
Supernatantam pievieno 130 pul QMN magnétiskas lodites. Vorteksé 3 sekundes un 1si
centrifugg.

Inkubg istabas temperatiira 5 minttes.

Stobrinus novieto uz magnétiska stativa [idz lodites ir nostajusas pie stobrina sieninas.
Nonem un izlej supernatantu, neaizskarot lodites. Stobriniem esot uz magnétiska stativa,
pievieno 200 pl 80% etanola. Uzreiz nonem un izlej pievienoto etanolu.

Atkarto skaloSanu, pievienojot 200 ul 80% etanola. Uzreiz nonem un izlej pievienoto
etanolu.

Stobriniem esot uz magnétiska stativa, atver stobrina vacinus un zave lodites 10 miniites
vai Iidz tiek novérots, ka loditém ir matéta virsma.

Stobriniem esot uz magnétiska stativa, elu€ DNS, stobriniem pievienojot 17 pl no
nukleazém briva tidens. Stobrinus nonem no magnétiska stativa.

Kartigi samaisa $kidumu pipetéjot 1idz tas ir pilniba resuspendéts. Isi centrifugé un inkubé
istabas temperattira 2 miniites. Novieto stobrinus uz magnétiska stativa apmeram 2 mintites
11dz lodites ir nostajusas pie stobrina sieninas.

Parnes 15 pl eluétas DNS jaunos stobrinos.

Bibliotekas ir gatavas un talak var veikt to kvalitates kontroli vai ar1 tas var glabaties

saldétava no -30 [idz -15°C.
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h) Biblioteku vidéja garuma noteikSana

1.

© © N o

15.
16.

17.

18.

19.

Pirms uzsak darbu ar Agilent High-Sensitivity DNA reagentu komplektu, to novieto istabas
temperatiira vismaz 30 mintites ta, lai reagentu komplektam nepiekliitu gaisma.

Vispirms sagatavo gela un krasvielas maisijumu, pievienojot 15 ul Agilent High —
Sensitivity DNA krasu matriksa gelam.

Vorteks€ un 1si centrifugé stobrinu. Stobrina saturu parnes uz filtréSanas kolonnu (“Spin
filter”).

Centrifugeé 15 miniites pie 2240 g + 20 %. P&c centrifugé$anas pasarga gelu no gaismas.
Sagatavo ¢&ipa uzpildes staciju. Cipa pamatni nostada C pozicija. Cipa uzpildes stacija
levieto Agilent High-Sensitivity DNA ¢ipu.

Bedritg, kas apziméta ar G, iepilina 9 pl pagatavota gela.

Parliecinas, ka §lirce ir noreguléta uz 1 mL un tad aiztaisa darba staciju.

Piespiez §lirces galu 1idz Slirce ir nofikséta darba stacija.

Gaida tiesi 60 s un tad atlaiz slédzi, kas slirci tur darba stacija.

. Pagaida 5 s, tad [eénam atvelk $lirces galu [idz 1 mL atzimei.
11.
12.
13.
14.

Atver darba staciju un pargjas G bedrites iepilina 9 pl gela.

Iepilina 5 pl markiera visas tuksajas bedrites.

Iepilina 1 pl High Sensitivity DNA ladder bedrite, kas atzim&ta ar kapnu simbolu.

Katra no 11 parauga bedritém iepilina 1 pl parauga vai, ja paraugu skaits ir mazaks par 11,
tad 1 pl ladder.

Novieto €ipu horizontali un vorteksé vienu miniiti pie 2400 rpm.

Cipu ievieto Agilent 2100 Bioanalyzer iekarta un piecu miniisu laika uzsak High Sensitivity
DNA Assay 1.03 analizi.

Atver bioanalizatora Agilent 2100 vaku, High Sensitivity DNA ¢ipu ievieto tam paredz&taja
vieta un aizver vaku.

Atver 2100 Expert programmu, norada analizes metodi, sadala Assays noradot dSDNA/High
Sensitivity DNA. Aizpilda Sample name tabulu, noradot paraugu nosaukumus, kas atrodas
atbilstoSajas bedrit€s. Uzsak analizi.

P&c analizes, Cipu iznem no Agilent aparata, ievieto Cipu ar fideni uz paris mintém, iznem

¢ipu un pagaida, kameér elektrodi ir nozuvusi.
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i) Biblioteku DNS koncentracijas noteik§ana

Biblioteku DNS koncentraciju nosaka ar Qubit iekartu un DNA High Sensitivity reagentu

komplektu.
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Protokols:

Pagatavo reakcijas maisijumu, kur pievieno buferi 199 x n pl un fluorescento krasu 1 x n
ul, kur n ir stobrinu skaits (paraugu skaitam japieskaita divi standartu stobrini).
Nepieciesama 10% reagentu rezerve. Maisijumu apmaisa, to paris reizes invertgjot.

Katra no nomark&tajiem Qubit stobriniem (nedrikst aprakstit stobrina sanus, jo caur
stobrinu tiks raidits gaismas stars), kuros biis paraugs, iepilina 198 ul reakcijas maisijuma,
bet tajos stobrinos, kuros biis pirmais un otrais standarts — 190 pl reakcijas maisijuma.
Katra no parauga stobriniem iepilina 2 ul DNS parauga. Katra no standarta stobriniem
iepilina 10 pl standarta.

Katru stobrinu vorteks€ 2-3 sekundes un 1si centrifugg ta, lai uz stobrina saniem nepaliktu
pilieni.

Qubit fluorometra izvélgjas rezimu DNA High Sensitivity. Lai nokalibrétu Qubit
fluorometru, taja ievieto 1. standartu, péc tam 2. standartu. Izv€las opciju Calculate stock
concentration, kur atzimé, ka izmantotais parauga tilpums ir 2 pl.

Pa vienam paraugam ievieto Qubit fluorometra un nolasa koncentraciju ng/pl.

2.2.8. Bakterialas DNS izdaliSana no fécu paraugiem ar FastDNA SPIN Kit for Soil

Protokols:

200 mg parauga ievieto Lysing Matrix E stobrina.

Pievieno 987 ul natrija fosfata bufera un 122 pul MT bufera.

Homogenize stobrinus 40 sekundes pie atruma 6 m/s, izmantojot Fast Prep iekartu.
Centrifuge stobrinu 10 min pie 14 000 x g.

Supernatantu parnes uz tiru 2 ml stobrinu. Tam pievieno 250 ul PPS (Protein
Precipitation Solution) skiduma un samaisa, 10 reizes invertgjot stobrinu.
Centrifuge stobrinu 5 min pie 14 000 x g. legiito supernatantu parnes uz tiru 15 ml

stobrinu.
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9. Ripigi samaisa saistiSanas matriksa $kidumu un 1 ml no ta pievieno paraugam, kas atrodas
15 ml stobrina.

10. Paraugu 2 miniites maisa invertgjot, tadéjadi nodrosinot DNS piesaistiSanu matriksam. P&c
tam stobrinu novieto stativa, lai 3 mintites lautu matriksam nosesties.

11. Neaizskarot saistiSanas matriksu, no stobrina aizvac 500 pl supernatanta.

12. AtlikuSo supernatantu resuspend@ kopa ar saistiSanas matriksu. Aptuveni 600 pl no

13. maisijuma parnes uz stobrinu ar SPIN™ filtru un centrifugé 1 min pie 14 000 x g. Filtratu
izlej un SPIN™ filtram pievieno atliku§o maisTjumu no 15 ml stobrina, atkarto
centrifugéSanu.

14. Paraugam pievieno 500 pul SEWS-M (sajaukts ar etanolu attieciba 1,2:1) un pipetgjot
samaisa virs filtra esoSo saistiSanas matriksu.

15. Centrifuge stobrinu 1 min pie 14 000 x g, filtratu izle;j.

16. Centrifuge stobrinu atkartoti 2 min pie 14 000 x g, lai izZaveétu matriksu un atbrivotos no
skaloSanas Skiduma paliekam. FiltréSanas kolonu ievieto tira stobrina.

17. SPIN™ filtru zavé 5 min istabas temperatiira.

18. Uzmanigi resuspendé virs filtra esoSo saistiSanas matriksu, pievienojot 100 pl DES
(Dnase/Pyrogen-Free Water) skiduma. Paraugu inkub€ 5 min 55 C, lai palielinatu iegtitas
DNS daudzumu.

19. Centrifugg stobrinu 1 min pie 14 000 x g. Aizvac SPIN filtru. Iegiito filtratu, kas satur
mikrobialo DNS, uzglaba pie -20C.

2.2.9. Metagenoma bibliotéeku sagatavosana ar MGIEasy DNA Library Prep Set

reagentu komplektu

a) DNS fragmentéSana

Protokols:
1. No DNS parauga 0,2 ml stobrina parnes 300 ng DNS un pievieno tideni, lai kopgjais tilpums
buitu 55 pl.
2. legiitos 55 pl atskaidita parauga parnes uz Covaris stobrinu, pipetes uzgali izdurot
3. caur stobrina korkim.

4. Uzpilda Covaris S220 tdens tvertni ar dejonizetu tideni Iidz atzimei 12,5 (FILL).

32



b)

Iesledz Covaris S220, péc tam dzesétaju un datoru.

Datora atver datorprogrammu SonoLab7 un uzstada programmu MGI Seq 400bp 50pl
PE150, kurai ir iestatiti $adi parametri:

e Peak Power — 75;

e DutyFactor — 10%;

e Cycles per burst — 1000;

e Time—55.

Nogaida, kamer tidens tiek atdzesets 11dz nepiecieSamajam vertibam.

Covaris stobrinu nostiprina tam paredz&taja stativa ta, lai Covaris stobrina stikla dala un

......

P&c rezultatu iegiSanas vispirms izslédz datoru, péc tam Covaris S220 un dzesétaju.

420 bp garu fragmentu atlase

Protokols:
MGIEasy DNA Clean Beads magnétiskas lodites pirms lietosanas iznem no ledusskapja un
30 miniites atstdj sasilt istabas temperatiira. Pirms lietoSanas kartigi samaisa un Tsi
centrifugg.
Visu fragment&Sanas produktu no Covaris stobrina parnes uz jaunu 1,5 ml stobrinu un
pievieno 45 ul TE buferi Iidz kop&jam tilpumam 100 pl.
Pievieno 60 pul DNS attiriSanas magnétiskas lodites. Samaisa, pipet€jot 10 reizes.
Inkubg istabas temperatiira 5 miniites.
Isi centrifugé un novieto uz magnétiska stativa uz 2—5 miniatém, kamér $kidums paliek
dzidrs.
Uzmanigi, nenonemot stobrinu no magnétiska stativa, parnes 160 pl supernatanta uz jaunu
1,5 ml stobrinu. Lodites izmet.
Stobrinam ar supernatantu pievieno 20 pl magnétiskas lodites. Samaisa, pipetgjot 10 reizes.
Inkubg istabas temperatiira 5 minites.
Isi centrifugé un novieto uz magnétiska stativa uz 2—5 miniitém, kamér $kidums paliek

dzidrs.

10. Uzmanigi, nenonemot stobrinu no magnétiska stativa, aizvac supernatantu.
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11. Atstaj stobrinu uz magnétiska stativa un loditém pievieno 200 pl svaigi pagatavotu 80%
etanolu.

12. Péc 30 sekundém aizvac etanolu.

13. Atkarto 11.—12. soli. P&c tam uzmanigi aizvac 80% etanolu, kas ir stobrina, nepanemot
lodites.

14. Atstaj stobrinu uz magnétiska stativa ar atvertu vacinu un zave lodites Iidz to sablivéjums
no spidiga kluist par mat&tu, bet pirms tas sak plaisat.

15. Nonem stobrinu no magnétiska stativa un pievieno 32 pl TE buferi, lai elueétu DNS.
Samaisa, pipet&jot 10 reizes.

16. Inkubg istabas temperatiira 5 miniites.

17. Tsi centrifugé un novieto uz magnétiska stativa uz 2—5 minttém, kamér $kidums paliek
dzidrs.

18. Parnes 30 ul supernatantu uz jaunu 1,5 ml stobrinu un veic kvantitativo analizi, izmantojot
Qubit dsDNA HS Assay Kit reagentu komplektu, péc noradita protokola apraksta
apaksnodala 2.2.3. RNS kvalitates parbaude.

c) dsDNS galu labosana un A-gala pievieno$ana

Protokols:
1. No ieprieks iegtta fragment&ta DNS parauga uz 0,2 ml stobrinu parnes 50 ng DNS un
pievieno TE buferi, lai kopgjais tilpums btitu 40 pl. Stobrinu tur uz ledus.
2. Sagatavo reakcijas maisijumu, uz 1 paraugu apvienojot 7,1 ul ERAT buferi un 2,9 ul ERAT
enzimu maisijumu. Gala tilpums maisijumam uz katru paraugu 10 pl.
3. Pievieno 10 pl 2. soli pagatavota reakcijas maisijuma 1. soli sagatavotajam paraugam un
pipetéjot samaisa.

4. Inkubé 30 min +37°C. Inkub@ 15 miniites +65°C. Noturét reakciju vismaz 5 minites +4°C.

d) Adapteru ligesana
1. MGIEasy DNA Adapter adapteri divkartigi atSkaida: 0,2 ml stobrina parnes 5 ul adaptera
Skiduma un 5 pl no nukleazém brivu tdeni.
2. 0,2 ml stobrinam ar paraugu pievieno 5 pl atSkaidito adaptera skidumu. Samaisa un Tsi

centrifugg. Stobrinu tur uz ledus.
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3. Sagatavo reakcijas maisijumu. I&ni pipet€jot, jo reagenti ir viskozi. Uz 1 paraugu apvieno
23,4 pl ligeésanas buferi un 1,6 ul DNS ligazi. Gala tilpums maisijumam uz katru paraugu
25 pl.

4. 0,2 ml stobrina pievieno 25 pl reakcijas maisijuma. Pipet€jot samaisa un 1si centrifuge.

5. Inkubé 30 min +23°C. Noturét reakciju vismaz 5 minttes +4°C.

6. Isi centrifugg, pievieno 20 pl TE buferi un visu paraugu parnes uz jaunu 1,5 mL stobrinu.

Saja soli sagatavoto DNS paraugu var uzglabat —20°C lidz 16 stundam.

Ar adapteriem ligéta DNS attiriSana

Protokols:

1. MGIEasy DNA Clean Beads magnétiskas lodites pirms lietosanas iznem no ledusskapja un
30 miniites atstaj sasilt istabas temperatiirad. Pirms lietoSanas kartigi samaisa un Tsi
centrifugg.

2. Paraugam pievieno 50 pl magnétiskas lodites. Samaisa, pipet&jot 10 reizes.

3. Inkubg istabas temperatiira 5 minttes.

4. Tsi centrifugé un novieto uz magnétiska stativa uz 2-5 miniitém, kamér $kidums paliek
dzidrs.

5. Uzmanigi, nenonemot stobrinu no magnétiska stativa, aizvac supernatantu.

6. Atstaj stobrinu uz magnétiska stativa un loditém pievieno 200 pl svaigi pagatavotu 80%
etanolu.

7. Péc 30 sekundeém aizvac etanolu.

8. Atkarto 6.—7. soli. P&c tam uzmanigi aizvac visu etanolu, nepanemot lodites.

9. Atstaj stobrinu uz magnétiska stativa ar atveértu vacinu un zave lodites Iidz to sablivéjums
no spidiga kliist par mat€tu, bet pirms tas sak plaisat.

10. Nonem stobrinu no magnétiska stativa un pievieno 21 ul TE buferi, lai eluétu DNS.
Samaisa, pipet&jot 10 reizes.

11. Inkubg istabas temperatiira 5 miniites.

12. Tsi centrifugé un novieto uz magnétiska stativa uz 2—5 miniitém, kamér $kidums paliek
dzidrs.

13. Parnes 19 pl supernatantu uz jaunu 0,2 ml stobrinu.
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f) PCR amplifikacija

Protokols:
1. Sagatavo PCR reakcijas maisijumu uz 1 paraugu apvienojot 25 ul PCR enzimu maisijumu
un 6 pl PCR praimeru maisijumu. Gala tilpums maisijumam uz katru paraugu 31 pl.
2. Pievieno 31 pl reakcijas maisijuma e) apaksnodalas 13. sol1 sagatavotajam stobrinam ar
paraugu. Samaisa un 1si centrifugg.
3. Uzstada PCR programmu (+95°C 3 min, 10x (+98°C 20 sek, +60°C 15 sek, +72°C 30 sek),
+72°C 10 min, +4°C . Reakcijas tilpums 50 pl. Noturét reakciju vismaz 5 mintites +4°C.

4. Tsi centrifugg, PCR produktu parnes uz jaunu 1,5 ml stobrinu.
g) PCR produkta attiriSana

Protokols:

1. MGIEasy DNA Clean Beads magnétiskas lodites pirms lietosanas iznem no ledusskapja un
30 minttes atstaj sasilt istabas temperattira. Pirms lietoSanas kartigi samaisa un Tsi
centrifugg.

2. PCR produktam pievieno 50 ul DNS attiriSanas magnétiskas lodites. Samaisa, pipet&jot 10
reizes.

3. Veic apaksnodala e) apaksnodala noraditos protokola punktus 3.—9.

4. Nonem stobrinu no magnétiska stattva un pievieno 32 pl TE buferi, lai elugétu DNS.
Samaisa, pipetgjot 10 reizes.

5. Inkubg istabas temperatiira 5 miniites.

6. Isi centrifugé un novieto uz magnétiska stativa uz 2—35 miniitém, kamér $kidums paliek
dzidrs.

7. Parnes 30 ul supernatantu uz jaunu 1,5 ml stobrinu un veic kvantitativo analizi, izmantojot
Qubit dsDNA HS Assay Kit reagentu komplektu, péc noradita protokola apraksta
apaksnodala 2.2.3. un PCR produkta kvalitates parbaudi ar High Sensitivity DNA reagentu
komplektu, péc noradita apraksta 2.2.4. apraksta apak$nodala.
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h) PCR produktu denaturacija

Denaturacija ir process, kuras laika tiek izjaukta nukleinskabes vai proteina struktiira. DNS
ta ir dubultspirales sadaliSana divas vienpavediena DNS. So procesu pandk ar paaugstinatu
temperatiiru, kuras ietekmé tiek parrautas idenraza saites, kuras saista komplementaras bazes starp

abiem DNS pavedieniem.

Protokols:

1. Atkariba no DNS bibliotekas fragmentu garuma un koncentracijas, izmantojot zemak
esosas formulas, aprékina DNS tilpumu katram paraugam, lai kopa iegtitu 1 pmol DNS
bibliotekas maisijumu. Zemak uzskaititie aprékini attélo 16 DNS biblioteku apvienoSanu.
1.1. Aprekina katram PCR paraugam kop&jo DNS daudzumu parauga:

Masa (ng) = V PCR paraugam(ul) X Koncentracija (ng/ul)
1.2. Aprékina katram PCR paraugam DNS masu viena pikomola:

= 1000 bp X 660 ng

1.3. Aprekina katram PCR paraugam molaro koncentraciju viena mikrolitra péc sekojoSas

ng DNS fragmentu garums (bp)
DNS masa ( ) =
1pmol

divpakapju formulas:

pmol) DNS masa pilna parauga V,,

Molara koncentracija pilna parauga V (27#1 -

DNS masa, 4
1pmol

mol Molara koncentracija pilna parauga V,
Molara koncentracija 1 ul (p i ) = V] prap &9 Ypmol
PCR

1.4. Apréekina bibliotekas koeficientu — nepiecieSamo datu daudzumu katram paraugam.
Péc zemak noraditas formulas tiek paredzets iegiit Iidzigu sekvencu sadalijumu no
paraugiem, kuri tiks sekvencéti uz viena ¢ipa kanala:

1 pmol
paraugu skaits uz ¢ipa kanala

Bibliotekas koeficients =

1.5. Aprékina nepiecieSamo DNS tilpumu katram paraugam, kur gala koncentracija visiem

paraugiem kopa veido 1 pmol:
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bibliotekas koeficients

DNS (ul) =
Hh molara koncentracija viena mikrolitrapmer

2. Vadoties pec aprekiniem, PCR produkti tiek apvienoti jauna parauga stobrina: no katra
DNS parauga parnes attieciga tilpuma PCR produkta uz jaunu 0,2 ml stobrinu. Pievieno
TE buferi, lai kopg€jais tilpums paraugu maisijumam biitu 48 pl.

3. Stobrinu ievieto termostata un iestada sekojoSo programmu:

4. Uzreiz p&c reakcijas 0,2 ml stobrinu novieto uz ledus uz 2 minatém.

i) Vienpavediena cirkularizacija

Iepriek$gja soli iegiitajai vienpavediena DNS cirkularizacija ir nepiecieSama, lai iegtta
parauga biblioteka biitu pieme@rota sekvencéSanas platformai MGI. Cirkularizacija tiek veikta,
pievienojot saistitaja (Splint) oligonukleotidu sekvenci, kas ir komplementara gan ar 5°, gan 3’

vienpavediena fragmenta galiem, ka rezultata fragments izveido noslégtu apli.

Protokols:
1. Sagatavo reakcijas maistjumu uz ledus PCR stobrina apvienojot 11,6 ul Splint buferi un
0,5 pl DNA Rapid ligazi. Gala tilpums maisijumam 12,1 pl .
2. Pievieno 12,1 pl reakcijas maisijuma 0,2 ml stobrinam ar denaturétu PCR produktu.
Samaisa un 1si centrifugg.
3. Stobrinu ievieto termostata un iestada sekojoSo programmu:

4. Uzreiz péc reakcijas 0,2 ml stobrinu novieto uz ledus un veic nakamo reakciju.

J) Vienpavediena cirkularas DNS enzimatiska apstrade
Protokols:

1. Sagatavo reakcijas maisijumu uz ledus PCR stobrina apvienojot 1,4 ul Digestion Buffer
buferskiduma un 2,6 pl Digestion Enzyme enzimu. Gala tilpums maisijumam 4,0 pl.

2. Pievieno 4 pl reakcijas maistjuma ieprieksgjos solos sagatavotajam 0,2 ml stobrinam.
Samaisa un 1si centrifugg.

3. Inkubé 30 min +37 °C, notur pie +4 °C vismaz 5 min.

4. P&c reakcijas stobrinu centrifuge un pievieno 7,5 ul Digestion Stop Buffer buferi. Samaisa
un 1si centrifugg.
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5.

Parnes visu reakcijas produktu uz jaunu 1,5 ml stobrinu un veic paraugu attiriSanu ar

magnétiskajam loditeém.

k) Vienpavediena cirkularas DNS attiriSana

Protokols:

10.

11.

12.

13.

MGIEasy DNA Clean Beads magnétiskas lodites pirms lietoSanas iznem no ledusskapja un
30 minttes atstaj sasilt istabas temperatiira. Pirms lietoSanas kartigi samaisa un Tsi
centrifugg.

Piektaja soli sagatavotajam stobrinam pievieno 170 pl magnétiskas lodites. Samaisa,
pipetgjot vismaz 10 reizes.

Inkubg istabas temperatiira 10 miniites.

Stobrinu 1si centrifugé un novieto uz magnétiska stativa uz 2—5 minaitém, kameér skidums
paliek dzidrs.

Uzmanigi, nenonemot stobrinu no magnétiska stativa, aizvac supernatantu.

Atstaj stobrinu uz magnétiska stativa un loditem pievieno 500 pl svaigi pagatavotu 80%

etanolu.

Pec 30 sekundem aizvac etanolu.

Atkarto 6.-7. soli. P& tam uzmanigi aizvac visu Skidrumu, kas ir stobrina, neaizskarot
lodites.

Atstaj stobrinu uz magnétiska stativa ar atveértu vacinu un zave lodites [idz to sablivéjums
no spidiga kliist par mat€tu, bet pirms tas sak plaisat.

Nonem stobrinu no magnétiska stativa un pievieno 30 pl TE buferi, lai eluétu DNS.
Samaisa, pipet&jot vismaz 10 reizes.

Inkubg istabas temperatiira 10 miniites.

Stobrinu Tsi centrifugé un novieto uz magnétiska stativa uz 2-5 mintitém, kamér skidums
paliek dzidrs.
Parnes 27 pl supernatantu uz jaunu 1,5 ml stobrinu un veic iegiitas vienpavediena DNS
koncentracija noteikSanu, izmantojot Qubit sSDNA Assay Kit reagentu komplektu, péc
noradita protokola apraksta apaksnodala 2.2.2. Attiritais Enzymatic digestion produkts var
tikt uzglabats pie —20°C vienu ménesi.
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2.2.10. Sekvencésana

Sekvencésana ir molekularas biologijas metode, ar kuru var noteikt nukleotidu secibu DNS
fragmentam. Nakamas paaudzes sekvencé$ana (NGS) ir DNS sekvencés$anas tehnologija, kas ir
radikali mainijusi genomikas pétijumus. Izmantojot NGS, iesp&jams sekvencét visu cilvéka
genomu vienas dienas laika. Salidzinajumam, iepriekS izmantotajai Sanger sekvenceSanas
tehnologijai tam biitu nepiecieSams vairak ka desmit gadu (Behjati & Tarpey, 2013). Liclaka
priekSrociba NGS metodei ir gan jaunu, gan zinamu miRNS identificéSana, ka ar1 preciza to
sekvencu noteikSana, pieméram, RNA-seq metode var izskirt tas miRNS, kuras atskiras tikai ar
vienu nukleotidu (Pritchard et al., 2012).

Sagatavoto bibliote€ku sekvencéSanu veica kvalificéti specialisti Latvijas Genoma centra
(Latvijas Biomedicinas p&titTumu un studiju centra strukttirvieniba). FE¢u metagenoma bibliotekas
tika sekvenctas ar MGI iekartu DNBSEQ-G400RS, izmantojot DNBSEQ-G400RS High-
throughput Sequencing Set (FCL PE150) reagentu komplektu. Biblioteéku sagatavosanas laika tiek
izveidotas DNS nanobumbas (DNB), izmantojot vienpavediena cirkulariz€tas DNS. Pirms
sekvencéSanas tiek noteikta DNB koncentracija ar Invitrogen Qubit fluorometru. Tiek izmantots
silicija ¢ips (Patterned Array chip), kuram ir DNB piesaistes vietas ar atstarpém, kas nodrosina to,
ka viena piesaistes vieta ir viena DNB. Sada sistéma nelauj DNB fluorescences signaliem
sajaukties. Pie DNB adapteru regiona tiek hibridiz&ti sekvencé$anas praimeri, lai fluorescenti
iezimets ANTP tiktu ieklauts DNS polimeraze. Ar augstas izskirtspgjas att€lu sistému tiek notverts
fluorescentais signals. P&c optiska signala digitalas apstrades tiek iegiiti precizi sekvenceésanas dati
(MGI Tech Co., 2019).

Zarnu biopsiju miRNS bibliotekas tika sekvenétas ar Illumina MiSeq iekartu, izmantojot
MiSeq Reagent Kit v3 (150 cycle) reagentu komplektu. DNS vispirms tiek fragmentéts un abos
galos tiek pievienoti adapteri. Biblioteka tiek uznesta uz plismas ¢ipa, un fragmenti tiek hibridizéti
uz ta virsmas. P&c tam $ie fragmenti tiek notverti $tinu pliismas josla, un piesaistitie fragmenti tiek
amplificéti klonalos klasteros ar tilta amplifikacijas metodi. PEc tam §itina tiek apstradata ar Cetriem
fluorescenti iezimétajiem nukleotidiem un ekrana tiek veikta atte€lveidoSana, lai noteiktu

fluorescgjoso signalu. Cikls tiek atkartots n reizu, lai izveidotu nolasijumu garumu no n bazu skaita.
2.2.11. Darba drosiba

Izstradajot pétijuma praktisko dalu, tika ievérota darba drosiba. Tika vilkts laboratorijas

halats, sejas aizsargmaska un gumijas cimdi. Pirms un péc darba ar 70% etanolu tika dezinficetas
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virsmas, uz kuram tika stradats. RN'S un DNS izdaliSana, ka arT bibliotéku sagatavosana tika veikta
laminara, lai izvairitos no paraugu kontaminacijas. Visa petijuma laika izmantoti pipetes uzgali ar
filtru. Darba izstrades laika radusies infekciozie atriktumi tika uzglabati specialos atkritumu

maisos, kas péc darba veikSanas tika utiliz€ti tam paredz€taja darba kartiba.
2.2.12. Datu apstrade

Nolasijumu kvalitates kontrole tika veikta ar FastQC riku. Tika veikta 5' un 3' adapteru
apgrie$ana ar cutadapt v1.16. Nolasijumi tika apgriezti, izmantojot Trimmomatic v0.39, ka 5 bp
logu ar kvalitates slicksni 20. Metagenoma sekvencé$anas nolasijumi tika apgriezti izmantojot
Trimmomatic v0.39, ka un 5 bp logu ar kvalitates slieksni 20. Turpmakai datu analizei tika
izmantoti saparotie nolastjumi ar garumu 75 bp vai garaki.

Saimniekorganisma nolasijumi tika kartéti pret cilvéka (GRCh38) references genomu.
Nekartetu nolastjumu taksonomiska klasifikacija tika veikta ar mOTUs2 3.0.1.

MiRNS dati tika analiz&ti, izmantojot CLC Genomics Workbench 20.0.4. CLC Genomics
Workbench programma tika izmantots riks Quantify miRNA, lai iegiitos nolasijumus kartétu pret
miRBase release v22, noradot Homo Sapiens ka prioritaro sugu.

Diferenciala sastopamiba tika testéta ar edgeR paketes versiju 3.32.1. un limma 3.46.0.
Diferenciala testéSana tika veikta vairaku faktoru kombinacijam: dzimums, vecums, pétijjuma
dalibnieka slimibas diagnoze. Par statistiski nozimigam tika uzskatitas sastopamibas atSkiribas ar
p-vertibu < 0.05.

Metagenoma un miRNS nolastjumu skaits tika atlasits, ka slieksni izmantojot vid€jo vértibu
10. Pirms centrétas log attiecibas normalizacijas (clr) tika veikta nulles veértibu imputacija ar R
paketes versiju zCompositions 1.3.4. Metagenoma un miRNS datu kopu korelacijas analize tika
veikta delta clr veértibam, izmantojot retu dalgjo mazako kvadratu regresiju R paket€ mixomics

6.15.45.

41



3. REZULTATI

3.1. MiRNS kompozicija zarnu biopsiju paraugos

Ar miRNS sekvengS$anas metodi tika noteikta pacientu, kuriem veikta kolonoskopija, zarnu
biopsiju paraugu miRNS kompozicija. legiito single-end nolasijumu mediana bija 3’°475°739.

P&c nolastjumu anot€Sanas pret miRBase datubazi, tika atrastas 982 nobriedusas miRNS,
kuram bija vismaz 1 nolastjums. No identificétajam miRNS, 77 bija vismaz viens nolasijums kada
no paraugiem un 12 bija vismaz 100 nolasijumi. 20 visvairak reprezenétas miRNS veidoja 71,91%
no kopgja nolasijumu skaita.

Visas grupas hsa-miR-192-5p bija domin&josa miRNS, p&c tam sekoja hsa-miR-21-5p un
hsa-miR-16-5p. Visas 20 izplatitakas miRNS bija atrodamas katra no eksperimentalajam grupam.
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3. attéls. Relativais daudzums no 20 visvairak reprezentetajam miRNS cilvéku zarnu biopsiju
paraugos.
Figure 3. The relative abundances of top 20 fecal miRNAs in human intestinal biopsy samples.
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3.2. Atskirigi sastopamas miRNS zarnu biopsiju paraugos

Dazadu miRNS relativais daudzums fécés starp eksperimentalajam grupam tika salidzinats,
izmantojot dazadus kontrastus. Sava starpa tika salidzinati 1) M.Y. — viriesi vecuma kategorija no
24 1idz 47 gadiem, M.M. — virie$i vecuma kategorija no 48 lidz 63 gadiem, M.S. — viriesi vecuma
kategorija > 64 gadi; F.Y. — sievietes vecuma kategorija no 27 lidz 47 gadiem, F.M. — sievietes
vecuma kategorija no 48 lidz 63 gadiem, F.S. — sievietes vecuma kategorija > 64 gadi; 2) pacienti
ar katru no dazadam GI trakta slimibam: ZD (n=3) — zarnas divertikuloze, HG (n=13) — hronisks
gastrits, K12P (n=3) — kunga vai divpadsmirtpirkstu zarnas Cilas jeb peptiskas ¢iilas, GERS (n=7)
— gastroezofageala refluksa slimiba, KRV (n=5) — kolorektalais vézis, CK (n=2) — ¢ilainais kolits,
ZP (n=1) — zarnas polipi pret ND (n=11) — pacienti, kuriem nav diagnosticéta kada no $im
slimtbam.

Analizgjot pacientu miRNS katru no kontrastiem (M.Y., M.M., M.S,, F.Y., F.M., F.S.), péc

multiplas korekcijas starp grupam netika novérotas butiskas atSkiribas, skatit 4. attela.
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4. attéls. Relativais daudzums no 20 visvairak reprezentétajam miRNS vecuma kategorijas un
dzimuma eksperimentalajas grupas.
Figure 4. The relative abundances of top 20 fecal miRNAs in age and gender related experimental

groups.
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Analizgjot pacientu miRNS katru no konstrastiem (ND, ZD, HG, K12P, GERS, KRV, ZP,

CK), péc multiplas korekcijas starp grupam tika novérotas butiskas atSkiribas grupa pacientiem,

kuriem nav diagnozes (ND) pret GERS pacientiem. Sajos paraugos tika atrastas 10 miRNS ar

statistiski bitiski izmainTtu sastopamibu, skatit 5. att€lu. GERS pacientiem bija palielinatas hsa-
miR-192-3p (LogFC = -1.17, adj.P = 0,009), hsa-miR-190a-5p (LogFC = -0.80, adj.P = 0,009),
hsa-miR-21-5p (LogFC = -0.91, adj.P = 0,009), hsa-miR-192-5p (LogFC = -0.89, adj.P = 0,009),
hsa-miR-200a-5p (LogFC =-1.15, adj.P = 0,02), hsa-miR-374a-3p (LogFC =-1.29, adj.P = 0,02),
hsa-miR-25-3p (LogFC = -0.72, adj.P = 0,02), tac¢u samazinatas bija hsa-miR-197-3p (LogFC =
2.12, adj.P = 0,008), hsa-let-7d-5p (LogFC = 0.97, adj.P = 0,02) un hsa-miR-423-5p (LogFC =

1.64, adj.P = 0,02), skatit 5. attela.
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5. attéls. Relativais daudzums no 20 visvairak reprezentétajam miRNS pacientiem ar dazadam

pétitajam diagnozem.

Figure 5. The relative abundances of top 20 fecal miRNAs in patients with different diagnoses

studied.
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3.3. Korelacija starp fecu miRNS un zarnu mikrobiomu

Lai analiz€tu, vai pastav korelacija starp zarnu biopsiju miRNS un mikrobioma kompoziciju,
tika izmantoti 45 pétijuma dalinbieku zarnu biopsiju paraugi, ka ari $o pasu pacientu fécu paraugi.

Korelacijas analize paradija (skatit 6. att€la), ka vairakas miRNS saimes, piem&ram, miR-
200 saimes parstavji — hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-200a-5p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-200c-3-p
pozitivi korel€ ar Tannerellaceae un Lachnospiraceae (iznemot Lachnospiraceae species incertae
sedis (ext mOTU_v3 16177)) dzimtu parstavjiem, tapat ari pozitivi korelé ar Barnesiellaceae
dzimtas parstavjiem. Negativi korele ar Actinomycetaceae un Oscillospiraceae (iznemot
Faecalibacterium species incertae sedis, Ruminococcaceae spcies incertae sedis un Ruminococcus
bromii). Lidzigu korelaciju paradija ari miR-151 saimes parstavji — hsa-miR-151a-3p un hsa-miR-
151a-5p. Dazas miRNS no miR-200 un miR-151 saimém (hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-200c-3p un
hsa-miR-151a-5p ) pozitivi korelgja ar vienu Oscillospiraceae dzimtas parstavi - Faecalibacterium
prausnitizii. ArT miR-30 saimes parstavji (hsa-miR-30a-3p, hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-30c-5p, hsa-
miR-30d-3p un hsa-miR-30e-3p) korele lidzigi ka iepriek§ mingtaja. Pret&ja virziena korelaciju
paradija miR-199 saimes (hsa-miR-199a-3p, hsa-miR-199b-5p) un miR-376 saimes (hsa-miR-
376a-3p un hsa-miR- 376¢-3p) MIRNS. MiR-376 saimém ir iznémums — Oscillospiraceae dzimtas
parstavis Faecalibacterium prausnitizii korelé negativi.

Savukart hsa-miR-99a-5p pozitivi korele ar Actinomycetaceae, Oscillospiraceae (iznemot
Faecalibacterium species incertae sedis, Ruminococcaceae spcies incertae sedis un Ruminococcus
bromii) un Enterobacteriaceae, negativi ar Barnesiellaceae, Tannerellaceae, Lachnospiraceae
(iznemot Lachnospiraceae species incertae sedis (ext mOTU_v3_16177)), pretéja virziena
korelaciju paradija cita miR-99 saime — hsa-miR-99b-5p. Ari hsa-miR-146b-5p paradija pozitivu
korelaciju Actinomycetaceae, Oscillospiraceae (iznemot Faecalibacterium species incertae sedis,
Ruminococcaceae spcies incertae sedis un Ruminococcus bromii) un Enterobacteriaceae, bet
negativu ar Barnesiellaceae, Tannerellaceae, Lachnospiraceae (iznemot Lachnospiraceae species
incertae sedis (ext mOTU_v3_16177)) dzimtu parstavjiem, un tas pasas saimes hsa-miR-146b-3p

paradija korelaciju pretgja virziena.
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A — Actinomycetaceae
E— Enterobacteriaceae

I Bacteroidia O - Oscillospiraceae

I Clostridia BA —Barnesiellaceae
B@Ci”i T-Tannerellaceae

I Cita L - Lachnospiraceae

6. attéls. Korelacija starp zarnu biopsiju miRNS un zarnu mikrobiomu, noteikta noteiktas ar miRNS
sekvencéSanu un metagenoma sekvencéSanu. Krasu atsifr&jums atbilst korelacijas pakapei, ar zilo
un sarkano krasu apziméta negativa un pozitiva korelacija.

Figure 6. Correlation analysis between intestinal biopsy miRNAs and gut microbiome, identified
by miRNA-seq and shotgun metagenomic sequencing, respectively. The colour key indicates the

correlation levels, with blue and red colour denoting negative and positive correlation, respectively.
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4. DISKUSIJA
4.1. AtSkirigi sastopamas miRNS zarnu biopsiju paraugos

Parsvara ar vecumu saistiti miRNS pétijumi veikti, izmantojot asins seruma paraugus. DaZi
mIR saimes parstavji — miR-18a, -142-3p, -192, -423-5p, -576-3p, -652, -let7e un -let7d, uzradija
ievérojami zemaku ekspresiju pacientiem, kas vecaki par 100 gadiem (Olivieri et al., 2012).
Individiem, kas vecaki par 64 gadiem novérota samazinata miR-151a-5p, miR-181a-5p un miR-
1248 ekspresija (Noren Hooten et al., 2013). Jaundzimusajiem ir zemaka ekspresija neka 7 gadus
veciem bérniem, pieméram, miR-19a-3p, miR-1254, miR-425-5p, miR-1260b, tac¢u augstaka miR-
616-3p ekspresija (Huen et al., 2019). Savukart vecuma kategorija > 64 bronhialas biopsijas
novérota zemaka miR-146a-5p, miR-146b-5p un miR-142-5p ekspresija, kas iesaistitas $inu cikla
regulésana, iminsistéma un DNS bojajumos/labosana (Ong et al., 2019). Kopuma pétijuma iegiitie
rezultati nesakrit ar citiem p&tijumiem, tacu ieprieks veiktie petijumi nav saistiti ar vecumu un GI
traktu, kas vartu ietekmé&t rezutatus, ka art miRNS ekspresija var atSkirties individiem, ta¢u ne
tiesi kada noteikta vecuma kategorija. Tapat art miRNS ekspresiju ietekmé dzivesveids (Panico et
al., 2021), dieta (Kura et al., 2019) un veselibas stavoklis (Li & Kowdley, 2012).

Apstiprinats, ka plakan$tinu karcinomas gadijuma miR-137 ir ar sieviesu dzimumu saistita
molekula (Langevin et al., 2010), ari Geekiyanage & Chan pétijuma paradits, ka miR-137, miR-
181c un miR-29a/b-1 ekspresijas limeni savvalas tipa pelu matisu smadzenu garoza ir pazeminati,
salidzinot ar teviniem (Geekiyanage & Chan, 2011). Savukart Noren Hooten et al. p&tijuma veikta
dispersijas analize, izmantojot dzimumu, rasi un vecumu, paradija, ka rase un dzimums biitiski
nekorelgja ar miRNS ekspresiju (Noren Hooten et al., 2013), kas sakrit ar bakalaura darba
legiitajiem rezultatiem. Tomer §is atSkiribas dazados pétijumos iesp&jams ietekmé arf citi faktori,
ka veselibas stavoklis, fiziska aktivitate, slodze, dicta.

Ieprieks noskaidrots, ka vairakam miRNS Bareta baribas vada slimibas gadijuma ir izmainita
ekspresija, Mallick et al. p&tijuma novéroja, ka ir paaugstinata miR-192, -194 un -215 un
samazinata miR-203 un -205 ekspresija (Mallick et al., 2015). P&étijuma, kur §is pasas miRNS tika
aplukotas GERS konteksta, netrada lidzigas saistibas, iznemot to, ka ir samazinata miR-203 (Yan
et al., 2016). Ar1 Saja petijuma tikai noveérota paaugstinata miR-192, tomér Bareta baribas vada
slimiba ir smagaka GERS attistibas stadija, 1idz ar to bakalaura darba pétijuma iesaistitajiem

pacientiem, iesp&jams, miRNS ekspresija tika novérota citam miR saimém, nevis tieSi tam pasam,
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kas Bareta baribas vada slimibas gadijuma. Ka ar1 p€tijuma biitu nepiecieSams iesaistit vairak

dalibniekus, kas slimo tiesi ar GERS, lai varétu izdarit precizakus noveérojumus.
4.2. Korelacija starp fe¢u miRNS un zarnu mikrobiomu

Tika novérota spéciga pozitiva korelacija starp miR-194-5p, miR-148-3p, miR-27b-3p un
Enterobacteriaceae, kas liecina, ka §is miRNS varétu biit starpnicki starp Enterobacteriaceae un
iekaisumu (Viennois et al., 2019), ka arT ieprieks noskaidrots, ka Enterobacteriaceae, ipasi E. Coli
sastopamiba daudz pacientiem ar kolorektalo vézi ir palielinata (Martin et al., 2004). Iegitajos
rezultatos vairakas miR saimes ari korel€ pozitivi ar Enterobacteriaceae dzimtas parstavjiem, taéu
tas nesakrit ar §1 petijuma rezultatiem.

Peléem ar miR-146a deficitu bija samazinats Proteobacteria gints, Prevotellaceae gimenes
un Parasutterella gints daudzums un ievérojami palielinajas 1sas k&des taukskabes razojoso
baktériju skaits, tostarp Alistipes, Blautia, Coprococcus_1 un Ruminococcus gintis. Savvalas tipa
pelém, kas tika izmitinatas kopa ar pelém ar miR-146a deficitu, bija paaugstinata rezistence pret L.
monocytogenes, kas liecina, ka miR-146a deficits ietekm& zarnu mikrobiomu, lai mazinatu L.
monocytogenes infekciju. Sie rezultati liecina, ka miR-146a deficits aizsarga pret L.
monocytogenes infekciju, regulgjot zarnu mikrobiomu (Du et al., 2018). Iegitie rezultati par miR-
146 saimém sakrit ar Du et al. pétijjumu, $aja gadijuma paradot negativu korelaciju ar
Ruminococcus gintim pie palielinata miR-146 daudzuma gastrointestinalaja trakta.

Ye et al. pétijuma tika noverota negativa korelacija starp mmu-miR-30a-5p un Bacteroides
parstavjiem kontrast€ ar pret&ju saistibu starp citu miRNS no miR-30 saimes — mmu-miR-30e-5p
un Bacteroides. MiR-30 kontrol€ zarnu epitélij$iinu proliferaciju un diferenciaciju (Ye et al., 2021),
kas nesaskan ar pétfjuma iegiitajiem rezultatiem, kur miR-30 saimes sava starpa paradija gan
lidzigu pozitivo korelaciju, gan negativo korelaciju, korel€jot viena virziena. Savukart GI trakta
palielinot Akkermansia muciniphila, miR-30d spgj aizsargat no multiplas sklerozes simptomiem
eksperimentala autoimiina encefalomielita pelu modeli (S. Liu et al., 2019).

Petijuma limit€josi faktori bija relativi mazais nolasijumu skaits zarnu biopsiju paraugos, ka
ar1 biitu svarigi ieklaut petijuma lielaku skaitu dalibnieku katrai pétitai grupai, lai iegtitu precizakus
datus. Tapat ar1 biitu nozimigi veikt klasteranalizi, lai izp&titu vai starp katru no pétitajam GI trakta
slimibam ir novérojamas bitiskas atSkiribas sava starpa. Ka papildus kriterijus analizé varétu

ieklaut dalibnieku dzivesveida paradumus (uzturs, fiziska slodze, smekeSana u.c.).
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Nakotné planota fe¢u paraugu metagenoma sekvencéSana liclakam skaitam pacientu, kam
veikta kolonoskopijas procediira. Planots ar1 veikt korelacijas analizi starp fécu paraugiem un zarnu
limena satura paraugiem.

Mikrobioma un ta ietekmes uz cilvéka veselibu izpéte ir strauji augoSa biomedicinas
pétijumu joma. Zarnu mikrobioma vai saimniekorganisma-mikrobioma mijiedarbibu modul&$anas
potencials sniedz jaunas terapijas stratégiju iesp&jas daudzu hronisku slimibu gadijumos.
Detalizéta saimniekorganisma miRNS ierosinatu mikrobioma izmainu analize cilvékos ir nozimiga
veselibas apriipes uzlaboSana, kas var palielinat ar mikrobiomu saistitu slimibu arstéSanas

efektivitati un panesamibu, ka art veicinat personalizétas medicinas attistibu.
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Secinajumi

1. Visos paraugos domingjosa miRNS ir hsa-miR-192-5p, ka ari 20 reprezentétakas miRNS
sastopamas katra parauga.

2. MIiR-200, miR-151, miR-30 saimes pozitivi korel€ ar Tannerellaceae un Lachnospiraceae
dzimtas parstavjiem. Hsa-miR-99a-5p, hsa-miR-146b-5p miRNS pozitivi korele ar
Actinomycetaceae un Oscillospiraceae dzimtas parstavjiem.

3. Nav identificetas zarnu biopsiju paraugos biitiski sastopamas atSkiribas starp pétijjuma
dalibnieku vecuma kategorijam, ka ar1 dzimumu. Nov@rotas bitiskas atSkiribas atsevisku
zarnu biopsiju miRNS starp GERS pacientiem un pacientiem, kuriem nav diagnosticéta

saslim$ana ar kadu no GI trakta slimibam.
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Pateicibas

Darba autore izsaka pateicibu darba vaditajai Lailai Silamikelei par palidzibu un ieteikumiem
darba izstradg, ka art praktiskaja darbiba. Recenzentam Helvijam Niedram par darba novértéSanu.
Darba autore izsaka pateicibu arT Latvijas Biomedicinas p&tjjumu un studiju centram par
iespgju izstradat bakalaura darbu, ka ar1 Valsts iedzivotaju genoma datubazei par palidzibu
pétijuma dalibnieku iesaistiSana, Latvijas Genoma centra laboratorijai par paraugu sekvencésanu
un studiju centra IT un Bioinformatikas servisa centram par korelacijas analizes veikSanu.
P&tfjuma finans&juma avots — Eiropas Regionalas attistibas fonda (ERAF) projekts:
1.1.1.1/18/A/092 MiRNS nozime saimniekorganisma-zarnu mikrobioma mijiedarbiba

metformina terapijas konteksta uz metabolisma traucg€jumu fona.
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