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KOPSAVILKUMS

Metformins ir pirmas izvéles medikaments 2. tipa cukura diab&ta arsteSana. Tam
raksturiga variabilitate terapijas efektivitateé un biezas blaknes. Medikamenta iedarbibu var
ictekmét tadi faktori ka mijiedarbiba ar zarnu mikrobiomu un génu ekspresijas regulacija DNS
metiléSanas l[imeni. Magistra darba mérkis bija noskaidrot, kadas izmainas metformins ierosina
cilveéka zarnu mikrobioma kompozicija un leikocitu metilésanas profila. Darba tika veikta
16S rRNS amplikonu analize 18 metformina lietotaju f&u paraugos un DNS metiléSanas
noveértésana 12 individiem. Metformina ierosinatas izmainas gan zarnu mikrobioma, gan
metiléSanas profila tika noverotas jau pirmo 24 stundu laika, dalgji skaidrojot iesp&jamos
blaknu c€lonus un pozitivo efektu pamata eso$os mehanismus.

Darbs izstradats 06.2015. — 05.2017. Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra.

Atslégas vardi: metformins, zarnu mikrobioms, 16S rRNS, DNS metilésana, cukura

diabéts.



SUMMARY

Metformin is a first line agent for treatment of type 2 diabetes. It has high efficacy
variability and side effects are common. The effect of medicament can be influenced by such
factors as interaction with gut microbiome and regulation of gene expression via DNA
methylation. The aim of this work was to investigate the impact of metformin on composition
of gut microbiome and methylation profile of leucocytes. Fecal samples from 18 participants
were used in 16S rRNA analysis and DNA methylation was evaluated in 12 individuals.
Metformin induced changes in gut microbiome and methylation profiles were observed within
the first 24 hours, thus partly explaining the possible causes for side effects and mechanisms of
positive effects.

The work was carried out in the Latvian Biomedical Research and Study Centre during
the period 06.2015 — 05.2017.

Key words: metformin, gut microbiome, 16S rRNA, DNA methylation, diabetes mellitus.

The title of this work: “Changes in the human gut microbiome composition and DNA

methylation profiles that are associated with the administration of metformin™.
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IEVADS

Antidiabétiskais medikaments metformins ir viens no pasaulé visplasak izmantotajiem
lidzekliem 2. tipa cukura diab&ta (T2D) arstésana (Bailey and Turner 1996), kam raksturigas
vairakas priekSrocibas: zems hipoglikémijas risks (0-21%), augsta efektivitate, neitralitate vai
pazeminosa ietekme attieciba uz kermena svaru, kardioprotektivs efekts un tam ir relativi zemas
izmaksas (Bolen et al. 2007, Fung et al. 2015, Inzucchi et al. 2015). Tomér vairak neka 30%
pacientu netiek sasniegts terapeitiskais meérkis un lidz pat 25% pacientu novérojami
gastrointestinali blakusefekti un aptuveni 5% partrauc terapiju medikamenta nepanesamibas dél
(Kirpichnikov et al. 2002, McCreight et al. 2016).

Misdienas arvien vairak tiek atzita un pétita cilvéka zarnu mikrobioma loma saistiba ar
zarnas dzivojoSo mikroorganismu iesp&jamo lidzdalibu medikamentu uzpemsSanas procesa,
metabolisma, efektivitaté un blaknu izraisisana vai novérsana (David et al. 2014, Enright et al.
2016, Saad et al. 2012). Tiek uzskatits, ka $ada mijiedarbiba vismaz dalgji izskaidro metformina
terapeitiskos efektus.

Ta pieméram, ievadot metforminu orali ir novérojams izteiktaks uzlabojums glikozes
metabolisma organisma neka ievadot medikamentu intravenozi (Bonora et al. 1984). Tapat
medikamenta formam ar kavetu absorbciju, kas tiek atbrivotas tikai tievo zarnu distalaja dala,
un lidz ar to ir ar zemaku biopieejamibu (Iidz pat 50%), glikozes pazeminosa iedarbiba ir
lidzvertiga vai pat augstaka par talitéjas iedarbibas metformina efektu (Buse et al. 2016,
DeFronzo et al. 2016). Metformina un zarnu mikrobioma metagenomikas pé&tijumi parada
terapijas laika paaugstinatu labvéligas, 1so kézu taukskabes (SCFA) producgjosas Akkermasia
gints, ka ar oportinistisko patogénu Escherichia-Shigella spp. pieaugumu (Forslund et al.
2015, Wu et al. 2017), kas apstiprina zarnu trakta un taja eso$a mikrobioma lomu metformina
darbiba un noverotajos efektos.

Tapat ir paradita DNS metiléSanas ietekme uz dazadu medikamentu efektivitati un
toleranci, papildinot Iidz §im zinamos genétiskos farmakodinamiku regulg&josos faktorus (Tang
et al. 2014). Metforminam ir raksturoti vairaki molekularie mérki, tomér aprakstitie mehanismi
nesniedz pamatojumu visiem zinamajiem terapijas efektiem, ka ari esoSie dati par gengtisko
variantu ietekmi nepilnigi izskaidro izvirzitas asociacijas (Pollastro et al. 2015). lesp&jams, dala
no $iem efektiem varétu tikt kontroléti epigenétiska Iimeni.

IepriekSminétie faktori norada, ka ir buitiski petit metformina mijiedarbibu ar zarnu
mikrobioma parstavjiem un iesp&jamo saistibu starp izmainam mikrobioma kompozicija un

noverotajam blakném, ka ar1 Iidz §im vel loti maz raksturoto ietekmi uz DNS metiléSanu.



Darba merkis: Noskaidrot, ka antidiab&tiskais medikaments metformins mijiedarbojas ar
cilvéka zarnu mikrobiomu un ietekmé metilacijas profilus baltajas asins $tinas.
Izvirzita darba mérka sasniegSanai nepiecieSams izpildit $adus uzdevumus:
e Raksturot un salidzinat petijjuma dalibnieku zarnu mikrobiomu;
e Analiz&t potencialas metformina izraisitas izmainas zarnu mikrobioma kompozicija un
daudzveidiba;
e Novertet iespgjamo saistibu starp noverotajam izmainam zarnu mikrobioma un
metformina izraisitajam blakném;
e Noskaidrot iespgjamas metformina ierosinatas izmainas balto asins Stinu metiléSanas

profilos.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Cilveka mikrobiota un mikrobioms

Cilveka organisms ir majvieta plasam lokam mikrobu (baktérijam, arhejiem, virusiem un
ar1 eikariotiem, ka piem&ram, séném), kuri apdzivo gan ta adu, gan glotadas. Ar cilvéku ciesi
saistito mikroorganismu S$tnu skaits desmitkartigi parsniedz pasa cilvéka Siinu daudzumu.
Lielaka dala no Siem mikroorganismiem ir komensali un simbionti (Hawkins and O'Doherty
2011, Tralau et al. 2014, Turnbaugh et al. 2007). Sie mikroorganismi dzivo vidé un apstaklos,
kas raksturigi tiesi cilvéka organismam, tadgjadi veidojot specifisku, katram individam
atSkirigu kopienu, kas tiek deveta par cilveka mikrobiotu (1. att€ls). Viss $aja kopiena ietvertais
genétiskais materials veido cilvéka mikrobiomu. Mikrobioma jédziens* galvenokart tiek lietots
ka dalgjs sinonims mikrobiotai, $aja gadijuma defingjot konkrétaja lokalizacija esoso
mikroorganismu un to génu kopumu (Miller B. F. and Keane C. B 2005, Oxford University
Press 2014, The Human Microbiome Project Consortium 2012).

Argjais dzirdes kanils Mati un galvas 3da Mute

Deguna dobums Baribas vads

Gastrointestinalais trakts

Wiriesa dzimumloceklis

M@ Armicutes [ Bacteroidetes M Fusobacteria
@ Actinobacteria [ Cyanobacteria [0) Proteobacieria

1. attéls. Veselam cilvékam raksturiga mikrobioma kompozicija dazados kermena apvidos,
raksturojot seSu domingjoso bakteriju tipu relativo sastopamibu katra no kermena apvidiem
(Spor et al. 2011).

Figure 1. Microbial community composition at different body locations in a healthy human,
revealed by describing the relative abundances of the six dominant bacterial phyla in each of
the different body sites (Spor et al. 2011).

* Turpmak teksta ar jédzienu ,,mikrobioms” tiks apziméta mikrobiota ar taja esoso génu kopumu.



Cilveka mikrobioms tiek iedalits Cetras galvenajas grupas atkariba no mikroorganismu
lokalizacijas: (1) ada, (2) mute un deguns, (3) zarnas un (4) maksts (The Human Microbiome
Project Consortium 2012). Cilvéka mikrobiomam tiek izskirti arT elpoSanas trakta un
konjunktivas apvidi, ka arT no zarnu apvidus reizé€m tiek sikak nodalits kungis. Mikrobioma
kompozicija tiek petita ar1tadas lokalizacijas ka argjais dzirdes kanals, galvas ada, baribas vads,
virie$a dzimumloceklis u.c. (1. attéls) (Anonymous 2014, Spor et al. 2011).

Kopuma cilveka mikrobioms ir veidots no relativi noskirtam mikroorganismu
ekosistémam, kuram raksturiga liela variabilitate (Ursell et al. 2012). Lidz §im zinams, ka
vismazaka mikroorganismu daudzveidiba ir tie$i uz adas, ta¢u vislielaka ir zarnas. Adas
mikrobiomu veido dazas mikroorganismu gintis, pieméram, Propionibacterium un Malassezia
(Grice and Segre 2013). Deguna dobuma to skaits ir nedaudz lielaks, tur novérojams liels tadu
ginSu Tipatsvars, kuras pieder pie Staphylococcaceae dzimtas (Bassis et al. 2014). Mutes
dobuma sastopamo baktériju ginsu skaits jau sasniedz vairakus simtus (domingjosa gints ir
Streptococcus) ar butiskam kompozicijas atSkirtbam siekalas, uz méles, uz zobiem un citas
lokalizacijas. Zarnas atrodamas vairak neka 500 mikroorganismu gintis. Uz doto bridi tiek
pienemts, ka cilvéka zarnu trakta dzivo aptuveni 40000 dazadu baktériju sugu, kas veido ta
mikrobiomu (Eckburg et al. 2005, Guarner and Malagelada 2003, Morgan and Huttenhower
2012, The Human Microbiome Project Consortium 2012). Neskatoties uz liclo daudzveidibu,

lidz Sim visvairak izpétitais ir tie$i zarnu mikrobioms (Guarner and Malagelada 2003).

1.2. Zarnu mikrobioms

1.2.1. Zarnu mikrobioma visparigs raksturojums

Zarnu mikrobioma parstavji veic vairakas butiskas funkcijas cilvéka organisma. Tie
palidz parstradat uznemto €dienu (veicot tadu produktu un savienojumu fermentaciju un
SkelSanu, ko cilvéka organisma enzimi nespgj veikt), uzturét cilvéka organisma imiino sistému,
ka ari iesaistas epit€lija Sinu augSanas un diferencéSanas procesos. Zarnu mikrobiomam ir
biitiska loma metabolas homeostazes uzturésana, sintezgjot 1so kézu taukskabes, kas var talak
kalpot ka metabolie substrati saimniekorganismam (Guarner and Malagelada 2003, Tralau et
al. 2014). Zarnas eso$ie mikroorganismi producé ari vairakus cilvéka organismam svarigus
vitaminus, pieméram, K un BI12, ka ar1 folijskabi. Tie iesaistas dazadu kancerogénu
savienojumu, ka pieméram, heterociklisko aminu, parveidosana un neitralizésana (Khachatryan
et al. 2008, Lunn et al. 2007). P&d&jos gados ir arvien vairak tiek pétita ari zarnu mikrobioma
mijiedarbiba ar centralo nervu sistemu (CNS) jeb zarnu-smadzenu ass (gut-brain axis). ST

divvirziena sazina tiek nodroSinata ar neiraliem, endokriniem, iminiem un humoraliem
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signaliem (Carabotti et al. 2015). Vairaki pétijumi asoci€ zarnu mikrobioma disbiozi ar
dazadam CNS slimibam, pieméram, autismu, depresiju un citam (Mayer et al. 2014).

To, kada biis mikrobioma struktiira un to raksturojosa variabilitate laika, nosaka tadi
faktori ka augla dzemdibu veids, geografiska izcelsme, cilvéka genotips, diéta, vecums, stresa
limenis, ka arT antibiotiku un probiotiku lictosana (Backhed et al. 2012). Lidz ar to zarnu
mikrobioma kompozicija noveérojamas izmainas ne tikai laika gaita, bet arT krasas atSkiribas

starp individiem (Eckburg et al. 2005).

1.2.2. Zarnu mikrobioma kompozicija

Mikrobioms sak veidoties Iidz ar piedzimSanas bridi. Zidainiem, kuri dzimusi dabiskas
dzemdibas, jau pirmajas 20 miniit€s zarnu mikrobioms lidzinas tam, kads ir mates maksti, tacu
tiem, kas dzimusi ar keizargrieziena palidzibu, tas sastav no mikroorganismiem, kas raksturigi
mates adai un dzemdibu telpai (Dominguez-Bello et al. 2010). Zarnu mikrobioms visstraujak
mainas jaundzimusa pirmaja dzives gada, noritot uztura un gastrointestinala trakta parmainam
(Palmer et al. 2007). Lidz pat aptuveni 2 — 3 gadu vecumam bérna zarnu mikrobiomu raksturo
zema sugu dazadiba un augsts svarstibu limenis tie$i baktériju populacijas (Bergstrom et al.
2014). Saja vecuma galvenie zarnu mikrobioma parstavji ir no Bifidobacterium gints.
Funkcionali liela skaita noveérojama tadu baktériju klatbiitne, kuras ir iesaistitas folata
biosintézé (Yatsunenko et al. 2012).

Ka galvenie vesela, pieaugusa cilvéka mikrobioma parstavji tick izdaliti divi baktériju
tipi — Firmicutes un Bacterioidetes. To daudzums un savstarpéja attieciba tiek asocicti ar
saimniekorganisma fenotipu. Pieméram, samazinata Bacterioidetes klatbiitne un paaugstinats
Firmicutes daudzums zarnu mikrobioma ir konstatéts individiem ar aptaukosanos (Ley et al.
2006, Ursell et al. 2012). Pie biezi sastopamiem bakt&riju tipiem, kuri gan veido nelielu
patsvaru no kop&ja mikrobioma, tiek pieskaititi Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria
un Verrucomicrobia (Eckburg et al. 2005, Guarino et al. 2013). Tapat cilvéka zarnu
mikrobiomu veido arT metanogénas arhebaktérijas (galvenokart Methanobrevibacter smithii),
eikarioti (galvenokart raugi) un virusi (galvenokart fagi) (Lozupone et al. 2012).

Janem vera, ka strauji izmainita ierasta di€ta var butiski izmainit mikrobioma sastavu
(atSkirtba novérojama aptuveni vienas lidz tris dienu laika péc jaunas di€tas uzsakSanas).
Piem@ram, ar Skiedrvielam bagatas di€tas uzsakSana jau nakamaja diena palielina tadu bakteriju
ginsu ka Bifidobacteria un Roseburia ipatsvaru kopg&ja mikrobioma. Ir zinams arf tas, ka diéta,
kas ietver daudz dzivnieku valsts produktu, tiek saistita ar zults-tolerantu bakteriju ginsu skaita
pieaugumu, ka piem&ram Alistipes, Bilophila un Bacteroides, bet samazinatu tadu Firmicutes

tipa parstavju daudzumu, kas ir iesaistiti augu valsts polisaharidu metabolizacija (David et al.
11



2014). Tapat ir novérots, ka palielinats citrusauglu daudzums uztura pozitivi korele ar
Clostridiales kartas baktériju Tpatsvaru. Sadas Tslaicigas izmainas parasti gan ir atgriezeniskas
un neatstaj ietekmi uz veselibas stavokli (David et al. 2014, Sonnenburg et al. 2010).

ArT novecosana ir viens no faktoriem, ar ko tiek asoci€tas izmainas zarnu mikrobioma
kompozicija. Lidz $Sim gan nav atklatas butiskas atSkiribas mikrobioma sastava pieaugusiem
cilvékiem starp ~20 — 50 gadu un ~70 — 80 gadu vecuma grupam. Salidzinot piecaugusa cilvéka
mikrobiomu ar individiem, kuru vecums parsniedz 100 gadus, péc 100 gadu vecuma ir
noverojamas Firmicutes tipa parstavju savstarpéja Tpatsvara izmainas, ka ari fakultativo
anaerobu, 1pasi oportlnistisko patogénu, ipatsvara pieaugums. Nemot véra, ka mikrobioma
sastavam ir bitiska ietekme uz imiinas sistémas darbibu, §1s izmainas vecumdienas varétu bt
saistitas ar individu augsto jutibu pret infekcijam un dazadam citam saslim$anam (Biagi et al.
2010). Vispargjs zarnu mikrobioma raksturojums un tai raksturiga dinamika, sakot ar

piedzimsanas bridi Iidz pat novecos$anai, ir attéloti 2. attéla (Ottman et al. 2012).

vesels
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. vesels
-
barots ar piena K =g j 65 - 80 gadi
maistjumu ar aptaukosanos 4
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krati antibiotiku
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lietosana

Firmicutes

W Bacteroidetes

B Actinobacteria

B proteobacteria
citas

uP

Pirms dzim3anas Mazulis Bérns Pieaugusais Vecumdienas

2. attels. Visparéjs kopsavilkums par cilvéka mikrobioma domin&joso bakteriju tipu relativo
ipatsvaru atskirigos dzives etapos un dazadu argjo faktoru ietekmeé. Dati tika iegiiti, izmantojot
16S rRNS géna sekven&sanu vai arm metagenomikas metodes (Ottman et al. 2012).

Figure 2. A global overview of the relative abundance of key phyla of the human microbiome

composition in different stages of life in presence of various external factors. Measured by
either 16S rRNA or metagenomic approaches (DNA) (Ottman et al. 2012).
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Neskatoties uz to, ka pastav liela interindividuala cilvéka zarnu mikrobioma kompozicijas
dazadiba, vairaki p&tijumi ir centuSies definét centralo (core) mikrobiomu, kas butu lidzigs
dazadas populacijas. Veicot metagenomikas pétijumus piecaugusiem Eiropa dzivojoSiem
individiem 2011. gada pirmo reizi defingja tris izteiktas mikrobioma kompozicijas grupas jeb
enterotipus, kuri nav saistiti ar dzimumu, vecumu, kermena masas indeksu (KMI), nacionalo
piederibu vai geografisko izcelsmi. Enterotipi tiek izSkirti p&c patsvara variacijam tris bakteriju
gintts: (1) Bacteroides, (2) Prevotella un (3) Ruminococcus (Arumugam et al. 2011). Velak Sie
rezultati tika apstiprinati petjjumos ari citas populacijas (ASV, Japana, Kina, Taivana) (Guarino
et al. 2013, Liang et al. 2017, Qin et al. 2012). Veiktajos pétijjumos ir atrasta saistiba ar
enterotipiem un ilgtermina di€tu pieauguSajos. Bacteroides enterotips tick asociéts ar
proteiniem un taukiem bagatu di€tu, turpreti Prevotella enterotips ir raksturigs individiem, kuru
uzturu parsvara veido cukuri un citi oglhidrati. TreSa enterotipa definicija un loma joprojam ir
neskaidra (Yatsunenko et al. 2012, Wu et al. 2011). Mikrobioma sastavs b&rniem nav
pielidzinams kadam konkr&tam enterotipam, kas skaidrojams ar to, ka bé€rnu mikrobioms vél
nav nostabiliz&jies un ir mainigs (Arumugam et al. 2011). Sakotngji tika planots, ka enterotipu
defingsana varétu sniegt prieksrocibas dazadu ar slimibam saistitu risku faktoru vai biomarkieru
atrakai, efektivakai noveértéSanai un diagnostikai (Arumugam et al. 2011, Fan et al. 2017,
Roager et al. 2014), tomér viens no jaunakajiem p&tijumiem ir prezent&jis pieradijumus, ka Sis
iedalijums varétu biit konkréto taksonomisko grupu liela ipatsvara radits artefakts
(Gorvitovskaia et al. 2016).

Novirzes no normala cilvékam raksturiga zarnu mikrobioma jeb disbioze tiek saistita ar
tadam saslim§anam ka aptauko$anas, metabolais sindroms, 1.tipa cukura diabéts (T1D), 2. tipa
cukura diabéts (T2D), kairinatas zarnas sindroms, astma, celiakija un dazadas alergijas. Tapat
ir zinams, ka konkrétas izmainas mikrobioma sastava var padarit cilvéku uznémigaku pret
infekcijam. Pieméram, antibiotiku raditas izmainas, kas raksturojamas ka zarnu mirkobioma
ekosistémas lidzsvara izjaukSana, paaugstina risku saslimt ar infekcijam, ko rada
oportiinistiskie patogéni (pieméram, Clostridium difficile) (Backhed et al. 2012, Lozupone et
al. 2012, Shreiner et al. 2015).

1.3.  Mikrobioma paraugu ievakSanas un analizes metodes

Mikrobioma analizes veikSanai, sakotn€ji javeic atbilstoSu paraugu ievakSana. Zarnu
mikrobioma gadijuma var tikt ievakti féCu paraugi vai ar1 veiktas zarnu biopsijas. FE¢u paraugu
ieglisana ir neinvaziva, tacu tajos tiks reprezentéts galvenokart ar féc€m asoci€tais limena
mikrobioms, kas atskiras no ar zarnu sieninu audiem un glotadu saistito mikrobiomu. Biopsijas

paraugus ir grutak iegiit, turklat, pacientiem pirms biopsijas veikSanas ir jalieto caurejas
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lidzekli, kas var butiski ietekmét ieglitos rezultatus (Tyler et al. 2014). Tapat mikrobioma
kompozicija var atSkirties arT atkariba no biopsijas iegtiSanas vietas zarnu trakta, kur bakt&rijam
raksturigs komplicéts biogeografiskais izvietojums (Donaldson et al. 2016).

Mikrobioma paraugu analizei tieck izskirtas divas galvenas metodiskas pieejas:
kultiiras-atkarigas un kultiiras-neatkarigas metodes. Pirmaja gadijuma, pirms talako p&tijumu
veikSanas, izdalitie mikroorganismi tiek audzeti kultiiras laboratorijas apstaklos. Pielietojot
kultiiras-neatkarigas metodes, tiek analiz€ta mikrobiala DNS, kas iegtta tiesi no interes€josa
parauga. Mikrobioma pé€tijumu pirmsakumos izmantoja kultiiras-atkarigas metodes. Tomer, ir
janem veéra, ka lielako dalu mikrobiomu veidojoSo organismu nav iesp&jams kultivet
laboratorijas apstaklos. Ipasi griiti izaudz&t ir tie$i obligati-anaerobas baktérijas un citas, kuram
raksturigas unikalas vai vél nenoskaidrotas prasibas uz aug$anas vidi. Sis trikums veicinaja
kultiras-neatkarigo metozu attistibu (Morgan and Huttenhower 2012, Pace et al. 1986, Smith
et al. 2014).

Kultiiras-neatkarigas metodes var iedalit divas apakSgrupas: (1) merktiecigi izveletu
amplikonu pétfjumi un (2) metagenomikas pétijumi. Salidzinot abas $is grupas, zinams, ka
amplikonu pétijumi, izmantojot nelielu, bet specifisku informacijas daudzumu, iegtst
priekSstatu par mikrobioma sastavu un daudzveidibu. Metagenomika sniedz daudzveidigakus
un informativakus datus gan par mikrobioma parstavju iesp&jamajam funkcijam, gan
taksonomisko sastavu, tacu tas galvenais trikums ir nepilnigas un kliidas saturosas datu bazes.
Ipasi sarezgiti ir iegiit precizus rezultatus par taksonomiskajam grupam ar augstu mainibu
(Kuczynski et al. 2011, Teeling and Glockner 2012).

Merktiecigi izveleétu amplikonu pétjjumos mikrobioma daudzveidibas analizei tiek
izmantoti dazadi filogen&tiski informativi markieri. Popularakais no tiem ir mazas ribosomalas
subvienibas (16S rRNS) géns, kurs ir sastopams visos prokariotiskos organismos. Ta garums ir
aptuveni 1500 bazu pari (bp), vari€jot starp dazadam baktériju gintim. Galvena rRNS génu
prieksrociba ir ta, ka tie ir visos dzivajos organismos. Ribosomalie géni satur gan salidzinosSi
konservativus regionus (pieméroti plasa spektra universalu polimerazes k&des reakcijas (PCR)
oligonukleotidu izveidei), gan regionus ar strauju mainibu (dod iesp&ju klasificét organismus
smalkakos taksonomiskajos ITmenos) (Kuczynski et al. 2011, Pei et al. 2010, Weisburg et al.
1991). Pirmo reizi 16S rRNS géns baktériju taksonomisko vienibu identificé$anai tika
izmantots 1977. gada (Woese and Fox 1977). Pielietojot So génu mikrobioma analizg, ir jaizprot
un janem vera gan ta priekSrocibas attieciba pret cita veida markieriem, gan ar1 trilkumi, kas

apkopoti 1. tabula (Tyler et al. 2014).
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1. tabula

Prieksrocibas un tritkumi 16S rRNS géna izmantosanai par markieri baktériju filogenétiskas un
taksonomiskas piederibas noteikSanai (Tyler et al. 2014).

Table 1

Advantages and disadvantages of using 16S rRNA gene-based analyses in construction of
bacterial phylogenies and taxonomic assignment (Tyler et al. 2014).

PriekSrocibas Trikumi
Liela dala organismu tas ir vairakas kopijas,
Ir atrodams gan bakterijas, gan arhejos. lidz ar to analiz&jot datus var tikt parverteta

dazu populaciju bagatiba.
Nelielam skaitam organismu ST géna
konservativie regioni ir mainigi, tas var
traucét oligonukleotidu hibridizacijai.
Satur strauji mainigus variablos regionus,  Variablie regioni ne vienmér sp&j nodro§inat
kuri ir izmantojami ka unikali identifikatori.  organismu klasifikaciju lidz sugas Iimenim
Ir pieejamas vairakas datubazes, kas

Satur izteikti konservativus regionus, kas ir
pieméroti oligonukleotidu izveidei.

nodroSina iesp€ju salidzinat sekvences un Vairakas datubazes satur kliidainas vai
noteikt organismu taksonomisko nepilnigas sekvences.
klasifikaciju.

Ir pieejami labi izpétiti oligonukleotidu pari,
ar kuriem ir iesp€jama amplifikaciju
lielakajai dalai organismu. Ar augstu

specifiku ir izveidoti oligonukleotidu pari
1pasi bakterijam.

Tie var biit nepietieckami specifiski dazam
bakteriju grupam, tadejadi radot
neprecizitates mikrobioma sastava
novertéjuma.

16S rRNS géns satur devinus variablos regionus (V1-V9) (3. attéls). V2 un V3 tiek
uzskatiti par vispiemérotakajiem, lai kvalitativi varétu klasificét lielako dalu baktériju lidz gints
limenim, iznemot tuvradnieciskas Enterobacteriaceae dzimtas bakterijas. Tapat V1 un V6 ir
pienemti ka pietickami informativi regioni baktériju klasifikacijai. V4, V5, V7 un V8 regioni
nav pietickami specifiski, lai iz8kirtu gintis un sugas. V9 regions $aja konteksta ir maz pétits

(Chakravorty et al. 2007).

Vi1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 va Vo

500 1000 1500
Garums, bp

3. attéls. E.coli 16S rRNS géna struktiira (Cox et al. 2013).
Figure 3. Structure of the E.coli 16S rRNA gene (Cox et al. 2013).

Mikrobioma raksturoSanai un analizei tiek izmantoti ari tadi markieri ka lielas
ribosomalas subvienibas 23S rRNS géns, caperonins-60 (cpn60) un RNS polimerazes

beta-subvienibu kodgjosais géns (rpoB) (Hunt et al. 2006, Mollet et al. 1997, Schellenberg et
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al. 2009). Sie markieri tiek lietoti, lai kompensétu 16S rRNS géna izmanto3anai raksturigos
trikumus (1.tabula) taksonomiskas piederibas noteik$ana, tomér tiem ir ievérojami mazaks
pieejamo referencu apjoms datubazes (Tyler et al. 2014). Papildus arvien vairak tiek analiz&ta
arT eikariotisko mikrobioma parstavju loma, kuras novérté$anai par filogenétisko markieri tiek
izmantots mazas ribosomalas subvienibas 18S rRNS géns (Dollive et al. 2012).

Metagenomikas pétijumi sniedz ieskatu kop&ja mikroorganismu genétiskaja materiala,
kas atrodami mikrobioma. ST pieeja tiek dévéta ari par funkcionalo profilesanas pieeju, jo
ieglitie dati lauj analiz8t iesp&jamos metabolos celus. Metagenomikas pirmsakumos tika
sekvenéti kloni, kuri saturgja liela izméra bibliot€kas ka insertus (pieméram, bakteriju
maksligas hromosomas). Sobrid tiek izmantota lielapjoma paraléla randomizéta (shotgun)
sekvenésana, kura ir 1&taka un atraka (Gilbert and Dupont 2011, Kuczynski et al. 2011). Lai
iegttu vairak informativus datus, metagenomika biezZi vien tiek kombinéta ar tadam metodém
ka proteomika un metabolomika (Morgan and Huttenhower 2012).

Bitiski minét, ka musdienas strauji pieaugosa nepiecieSamiba radit jaunus probiotikus
liek atgriezties pie kultlras-atkarigam metodém ka neaizstdjama instrumenta S$ada veida
pétijumos. Protams, S0 nozari ir veicinajusi strauja kultGras-neatkarigo metozu attistiba, kas
devusi iespé€ju identificét daudzos potencialos mikrobioma parstavjus, kuri tiek asociéti ar

uzlabotu veselibu (Wade 2017).

1.4. DNS epigenétiska regulacija

Jeédzienu “epigenétika” pirmo reizi 1942. gada ieviesa Konrads Vadingtons (Conrad
Waddington), lai raksturotu mijiedarbibas starp géniem un to produktiem, kuras nodroSina
fenotipa realizéSanos (Waddington 1942). Laika gaita $1 jédziena nozime ir mainijusies un
kluvusi precizaka, miisdienas defingjot izmainas géna funkcijas, kas ir mitotiski un/vai
mejotiski parmantojamas un nav saistitas ar izmainam DNS sekvencé (Wu and Morris 2001).
Ka bitisks faktors epigenétiskajam izmainam tiek uzverts to atgriezeniskums (Schuebel et al.
2016).

Tiek izskirti divi galvenie epigengtiskas regulacijas veidi: histonu modifikacijas un DNS
metiléSana. Histonu péc-translacijas modifikacijas ietver tadas dazadu aminoskabju (serina,
lizina, arginina) kovalentas modifikacijas ka fosforilacija, ubikvitin€Sana, acetilacija,
metiléSana un citas. Iz8kir histonus, kuri veido oktaméru, kas ir nukleosomas jeb DNS un
histonu kompleksa pamata, — H2A, H2B, H3 un H4 — un savienotajhistonu jeb linkeri H1, kas
piesaistas pie DNS starp divam nukleosomam (Dupont et al. 2009, Kouzarides 2007).
Modifikacijas ir sastopamas visiem histoniem, galvenokart N-terminalaja gala (Bannister and

Kouzarides 2011). Tiek uzskatits, ka dazadas histonu modifikaciju kombinacijas korele ar
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atskirtbam transkripcijas statusa. ST saistiba tiek dévéta par “Histonu koda hipotézi”, kas
kopuma censas raksturot tadu detalu ietekmi ka nukleosomas relativais attalums no gena
transkripcijas sakuma vietas (TSS), ka arT modifikaciju lokalizacijas, veida un apméru
kombinacija (Dupont et al. 2009, Strahl and Allis 2000). Histonu modifikacijam ir butiska
nozime transkripcijas regulacija, DNS reparacija (Huertas et al. 2009), replikacija, alternativaja
splaisinga un hromosomu kondensacija (Kouzarides 2007, Luco et al. 2010).

DNS metileésana ir kovalenta metilgrupas pievienoSana pie sekvenc€ esosa citozina C-5
(gredzena piekta oglekla atoma) pozicija, ko veic specifisku enzimu saime - DNS
metiltransferazes (DNMT). Ziditajiem vairak neka 98% no §im modifikacijam notiek tiesi
sekvences, kur citozinam (C) seko guanins (G), jeb CpG dinukleotidos. Genoma regioni, kuros
Sie dinukleotidi ir biezi sastopami, tiek dévéti par CpG salinam (Bird 1980, Hamilton 2011).
Papildus ir zinams, ka embrionalajas cilmes Stinas DNS metiléSana aptuveni 25% gadijumu
noveérojama ne-CpG sekvences, nodrosinot $Tm $tinam specifisku génu regulaciju embrionalas
attistibas laika (Lister et al. 2009). Kopuma CpG salinu metiléSana tiek asociéta ar génu
ekspresijas inhibéSanu. DNS metiléSanai ir biitiska loma arT genomiskaja imprintinga, kad
vienas no vecakal€lu hipermetilacija rezult€jas monoal€liska ekspresija (Kacem and Feil 2009).
Lidzigi mehanismi raksturigi ari X-hromosomas inaktivacija (Reik and Lewis 2005).

DNS metilésanas inhib&josa ietekme uz génu ekspresiju realiz€jas ar vairaku mehanismu
starpniecibu. Ta var tiesi inhibét transkripciju kavejot tai nepiecieSamo DNS saistoSo proteinu
piesaisti mérksekvencém. Metiléta DNS var veicinat metil-CpG-saistiSanas doménu (MBD)
proteinu piesaisti. MBD saimes parstavji talak piesaista histonus modific€joSos un hromatinu
remodel&joSos kompleksus (Esteller 2007, Lopez-Serra and Esteller 2008). Retakos gadijumos
ir zinama pozitiva DNS metiléSanas korelacija ar transkripcijas aktivaciju. Tas parasti notiek
gadijumos, kad metiléts ir nevis géna promotera regions, bet gan pats géns, un $T asociacija ir
novérota organisma plasi (dazados audos) ekspresétiem géniem (Hellman and Chess 2007).
Sobrid tiek uzskatits, ka iemesls tam ir DNS metiléSanas radita paaugstinata elongacijas
efektivitate un kludainas transkripcijas iniciacijas, kas iesp&€jama promoterim lidzigas
sekvencés pasa géna, kavesana (Zilberman et al. 2007).

Jaunakaja literatura tiek diskuteta art nukleosomu poziciongSanas nozime attieciba pret
TSS un dazadu transkripcijas regulacija batisku regionu novietojumu uz tam (Schones et al.
2008), ka arT arvien vairak tiek pétitas nekodéjosas RNS (nCRNS) un mehanismi ar kadiem tas
iesaistas epigenétiskaja regulacija (Zaratiegui et al. 2007). Butiski ir nemt véra visu dazado

epigenétisko modifikaciju ietekmi, jo gala rezultats uz génu darbibu rodas to mijiedarbiba.

17



1.5. Cukura diabéts

Cukura diabéts ir metabolo slimibu grupa, kuras galvena pazime ir hiperglikémija jeb
paaugstinats cukura (glikozes) Iimenis asinis. Pacientiem tiek diagnostic€ts cukura diabéts, ja
glikozes Iimenis asinis tuks$a dasa ir virs 7 mmol/l, tacu tas var parsniegt pat 15 — 20 mmol/l.
Normals glikozes Iimenis asinis tuksa diisa, vismaz astonas stundas bez uztura uznemsanas, ir
3,9 — 5,5 mmol/l (Cleveland Clinic 2014). Cukura diabgts tiek saistits ar samazinatu dzivildzi
un dzives kvalitati, ka arT ar mikrovaskularam, piem&ram, retinopatija, nefropatija, neiropatija,
un makrovaskularam, pieméram, sirds i$€mija, tricka, komplikacijam. (American Diabetes
Association 2008, Goldenberg and Punthakee 2013, World Health Organization 2006).

Uz doto bridi visa pasaule ar diab&tu slimo 415 miljoni cilvéku jeb 9% no kopgjas
populacijas. Latvija 2015. gada bija 86 941 pacients ar cukura diabétu jeb 4% no Latvijas
populacijas, no kuriem 6 271 bija no jauna diagnosticéti pacienti (International Diabetes
Federation 2017, Slimibu profilakses un kontroles centrs 2016). Cukura diab&tam ir vairakas
formas, no kuram zinamakas ir 1. tipa (T1D) un 2. tipa (T2D) cukura diabéts, tacu izskir ari
citus specifiskus tipus (American Diabetes Association 2008).

T1D veido 5 — 10 % no kopéja saslimsanas gadijumu skaita ar cukura diab&tu. To izraisa
Stinu vadita autoimiina aizkunga dziedzera B-$tinu iznicinasana, ka rezultata organisma rodas
absoliits insulina trikkums. Tas, cik strauji noris B-Stnu iznicinasana, galvenokart atkarigs no
vecuma, zidainiem un maziem b€rniem tas notiek straujak neka pieaugusajiem. Ka iemesls
Sadai autoimiinai B-$tinu bojaejai var biit gan dazadi genétiskie faktori, gan argjas vides apstakli.
T1D parasti tiek diagnosticéts pacientiem, kuri ir jaunaki par 35 gadiem (American Diabetes
Association 2008, Landes Bioscience 2013).

Lielaka dala no cukura diabéta gadijumiem jeb 90 — 95 % ir T2D. Tam ir raksturiga
nepietickama insulina sekrécija un insulina rezistence. ST cukura diabgta tipa prevalence pieaug
lidz ar vecumu, parasti tas tiek diagnosticéts pacientiem vecuma virs 40 gadiem. Pacienti, kas
slimo ar T2D, galvenokart ir ar licko svaru. Aptauko$anas un ar vecumu saistitas izmainas
organisma metabolajos faktoros tiek uzskatiti par T2D galvenajiem c€loniem (American
Diabetes Association 2008, Chen et al. 1985, Landes Bioscience 2013).

Visretak ir sastopami dazadi specifiski cukura diabéta tipi. Pie tiem pieder vairakas
monogénas formas, pieméram, MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young), kas tiek saistits
ar genctiskiem defektiem, kas ietekmé B-$tinu attistibu un funkcijas. Tiek izSkirts arT gestacijas
jeb ar griitniecibu saistitais cukura diabgts, kas izpauZas ka glikozes intolerance griitniecibas
laika. Cukura diabéts var but ka sekundara izpausme tadam slimibam ka cistiska fibroze,

neoplazija, akromegalija, Dauna sindroms, infic€$anas ar citomegalovirusu un daudzas citas
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(American Diabetes Association 2008, Goldenberg and Punthakee 2013, Landes Bioscience
2013).

1.6. Metformins

Metformins (1,1-dimetilbiguanids) ir orali lietojams pirmas izvéles medikaments T2D
arst€Sana visas vecuma grupas, kur§ nodroSina glikozes limena samazinasanos asinis, tacu
neizraisa izteiktu hipoglikémiju. Tas tiek izmantots kliniskaja praksé jau kops 20. gs.
piecdesmitajiem gadiem. Metforminu lieto gan monoterapija, gan kopa ar citiem antidiab&ta
medikamentiem, piem&ram, sulfonilurea un insulinu (American Diabetes Association 2010,
Bailey and Turner 1996, Chaudhury et al. 2017). Tapat tiek parbaudita ideja par metformina
lictosanu pre-diab&tiskas populacijas, lai aizkavétu T2D attistibu (Gui et al. 2013). Nesenos
pétijumos metformins pat piedavats ka paliglidzeklis, lai arstétu vézi (Quinn et al. 2013).
Neskatoties uz augsto efektivitati, metformina lietoSanai ir vairaki zinami blakusefekti. Ka
visbiezakie ir caureja, vemsSana, védera sapes un apetites zudums. Retak nov€rojamas garSas
izmainas, atseviSkos gadijumos var bit aknu darbibas trauc€jumi, erit€éma, ka ar1 acidoze —
tdenraza jonu koncentracijas picaugums asinis (Anonymous 2015, Zalu valsts agenttira 2017).

Metformins iedarbojas samazinot aknas notickoSo glikoneogenézi (Hundal et al. 2000),
ka ari palielinot asinis eso$as glikozes uznemsanu muskulu $tinas (Bailey and Turner 1996).
Precizi metformina darbibas mehanismi joprojam nav noskaidroti, tomér ir zinams, ka tas
glikozes Iimena samazinasanu galvenokart veic specifiski inhib&jot mitohondrialas elpoSanas
kédes pirmo kompleksu (MRCCI1) (4. attéls). Inhib&jot MRCCI tiek samazinata reducéta
nikotinamida adenindinukleotida (NADH) oksidacija, protonu stikna darbibas intensitate un
skabekla patérinS. Tadgjadi samazinas protonu gradients uz mitohondriju membranas un ta
vadita adenozina trifosfata (ATF) sintéze. (Owen et al. 2000, Viollet et al. 2012).

MRCCI1 inhib&Sanas rezultata, samazinoties aknu ATF energijas rezervém, aktivéjas
AMP-aktivéta proteinkinaze (AMPK). Ta parsledz Stunas no anaboliska stavokla uz
katabolisko, tadgjadi tiek inhibéta glikozes, lipidu un proteinu sintéze, ka ari Stinu augsana, tacu
taukskabju oksidacija un glikozes uznemsana tiek stimulétas (Viollet et al. 2009).

Pacientiem, kuri lieto metforminu, uzlabojas lipidu profils asins plazma un samazinas
T2D izraisito gan mikrovaskularo, gan makrovaskularo komplikaciju risks. Sie pozitivie efekti
tiek saistiti ar AMPK aktivitates izmainu ietekmi uz vairakiem regulatoriem faktoriem, gan
tadiem, kas iesaistiti lipogenézg, gan glikoneogeneéze (Giugliano et al. 1993, Napolitano et al.
2014, Zhou et al. 2001).
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4. attéls. Metformina darbibas mehanismi T2D terapija. Metformins nokliist hepatocitos caur
OCT1 un uzkrajas mitohondrijos, kur tas inhibé MRCC1. AMPK inhibg glikoneogenézes génu
transkripciju gan tiesi, gan caur SIRT1 kav€jot CREB-CBP-CRTC2 kompleksa veidosanos.
Papildus AMPK caur ACC, ChREBP un SREBP forforilaciju inhibé lipogenézi, kas palidz
uzlabot insulina sensitivitati. Pastav ari vairaki AMPK-neatkarigi metformina darbibas
mehanismi. Palielinatai AMP koncentracijai ir inhibitors efekts uz adenilata ciklazi, tad€jadi
samazinot cAMP produkciju. Sis izmainas talak samazina PKA un tas talako mérku (ieskaitot
CREB) aktivitati. Metformins inhibé ari mGDP. Tas kavé glicerola iesaisti glikoneogenézé un
paaugstina citosola red-oks stavokli, kas talak kave laktata parvérSanu par piruatu un Iidz ar to
limité laktata izmantoSanu glikoneogenézé (Pryor and Cabreiro 2015). * - metformina
koncentracija.

Figure 4. Proposed mechanisms of metformin action in T2D. Metformin enters the hepatocyte
through OCT1 and accumulates in the mitochondria where it inhibits complex I. AMPK inhibits
gluconeogenic gene transcription by preventing formation of the CREB-CBP-CRTC2
complex, both directly and via SIRT1. Furthermore, AMPK inhibits lipogenesis through ACC,
ChREBP and SREBP phosphorylation, which helps to improve insulin sensitivity. Several
AMPK-independent mechanisms of metformin action also exist. Increased AMP has an
inhibitory effect on adenylate cyclase leading to decreased cAMP production. This in turn
reduces the activity of PKA and its downstream targets, which include CREB. Metformin also
inhibits mGPD. This prevents glycerol from contributing to gluconeogenesis and increases the
cytosolic redox state, which in turn makes the conversion of lactate to pyruvate unfavourable
thus limiting the use of lactate as a gluconeogenic substrate (Pryor and Cabreiro 2015).
* - metformin concentration.

Citos pétijumos, savukart, paradits, ka AMPK inaktivacija nevajina metformina darbibas
efektus. Tas norada, ka AMPK mediétie signalceli nav vienigie, kas ir iesaistiti metformina
darbibas mehanisma. Pie tam, ievadot metforminu intravenozi, nevis orali, netiek uzlabots
glikozes metabolisms organisma (Bonora et al. 1984). Jaunakie pétfjumi parada, ka
medikamenta formam ar kavétu absorbciju, kas tiek atbrivotas tikai tievo zarnu distalaja dala,
un [idz ar to ir ar zemaku biopieejamibu (Iidz pat 50%), glikozes pazeminosa iedarbiba ir
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lidzvertiga vai pat augstaka par tulitéjas iedarbibas metformina efektu (Buse et al. 2016,
DeFronzo et al. 2016). Lidz $im ir noskaidrots, ka metformina licto$anas rezultata pelém, kuram
ir di€ta ar augstu tauku saturu (HFD), zarnu mikrobioma biitiski paaugstinas tadu baktériju sugu
ipatsvars ka Akkermansia muciniphila un Clostridium cocleatum. Tapat ir pieradits, ka
metformina terapija gan pelém ar HFD, gan kontroles grupai (pelém bez HDF) butiski
paaugstina Bacterioidetes tipa daudzumu zarnu mikrobioma (Lee and Ko 2014). Akkermansia
gints Tpatsvara pieaugums tiek asoci€ts ar paaugstinatu glikozes toleranci ka ar vajinatam
adipozo audu iekaisuma reakcijam (Shin et al. 2013). P&tijuma par cilvéku zarnu mikrobioma
atbildes reakcijam uz metformina lietoSanu atklats, ka paraugkopa ar 14 T2D pacientiem,
iespéjams, butiski izmainas Cetru ginSu daudzums zarnu mikrobioma: (1) SMB53
(tips: Firmicutes), (2) Adlercreutzia (tips: Actinobacteria), (3) Eubacterium (tips: Firmicutes)
un (4) neklasificéta gints no Firmicutes tipa. (Napolitano et al. 2014). Sajos pétijumos
noskaidrotais liek domat, ka zarnu traktam un taja esoSajam mikrobiomam var€tu biit biitiska
loma $1 medikamenta darbiba (Bonora et al. 1984, Napolitano et al. 2014). Metformina un zarnu
mikrobioma metagenomikas p&tijumi norada uz terapijas laika paaugstinatu labveligas, SCFA
producgjosas Akkermasia gints, ka ari oprtinistisko patogénu Escherichia-Shigella spp.
pieaugumu (Forslund et al. 2015, Wu et al. 2017). Tapat ir zinams, ka metformina koncentracija
visaugstakaja Itmeni ir noverojama tieSi zarnu glotada. Tas var€tu izskaidrot metformina
darbibas negativos efektus uz gastro-intestinalo traktu (Bailey et al. 2008).

Tomer neskatoties uz daudziem veiktajiem pétijjumiem par metformina molekularajiem
mehanismiem, tie joprojam ir neskaidri (Viollet et al. 2012). Viens no vismazak raksturotajiem
aspektiem ir iesp&jama metformina ietekme uz epigenctisko regulaciju, pieméram, DNS
metiléSanu, un tas talako ietekmi uz metformina terapijas iznakumu (Niu et al. 2016, Song et

al. 2016, Zhong et al. 2017).
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2. MATERIALI UN METODES

Materiali

2.1.1. Izmantotie laboratorijas piederumi

2. tabula
Izmantoto laboratorijas piederumu uzskaitijums
Table 2
List of the used laboratory equipment.
Nosaukums RazZotajs
1,5 ml stobrini Biosigma, Italija
1,5 ml LoBind® stobrini Eppendorf, ASV
2 ml stobrini Sarstedt, Vacija
15 ml stobrini Sarstedt, Vacija
Stobrini feécu paraugu ievakSanai Sarstedt, Vacija
Laboratorijas cimdi Top Glove, China
Magnétiskais stativs Life Tehcnologies, ASV
Pipetes- Pipetman Ultra Gilson, ASV
Piepesu uzgali ar filtru - Biosphere Filter Sarstedt, Vacija
tips (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
Pipesu uzgali - Biosphere tips (10 pl, 200 pl, Sarstedt, Vacija
1000 pl)
2.1.2. Izmantotie reagenti
3. tabula
Izmantoto reagentu uzskaitijums.
Table 3

List of the used reagents.

Nosaukums

Razotajs

5x HF buferis

Thermo Scientific, ASV

Buferis Low TE

Life Tehcnologies, ASV

Krasa 6x Loading Dye

Thermo Scientific, ASV

10 nM dNTP

Thermo Scientific, ASV

96% etanols

Jaunpagasts Plus, Latvija

100 bp DNS garuma markieris Gene Ruler™

Fermentas, Lietuva

Agaroze Top Vision LE GQ #R491,

Thermo Scientific, ASV

Etidija bromids

SIGMA, Vacija

Reagentu komplekts FastDNA® Spin Kit for

Soil

MP Biomedicals, LCC, ASV

NucleoMag® magnétiskas lodites

MACHEREY-NAGEL, Vacija

Polimeraze Phusion Hot-start || HF

Thermo Scientific, ASV

Modificéts 50x TAE buferskidums

EMD Milipore, ASV

Qubit® dsDNA HS reagents/krasa

Life Tehcnologies, ASV

Qubit® dsDNA HS buferis

Life Tehcnologies, ASV
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2.1.3. Izmantota aparatiira

4. tabula
Izmantotas aparatiiras uzskaittjums.
Table 4
List of the used equipment.
Nosaukums RazZotajs
Bioanalizators (2100 Bioanalyzer) Agilent Technologies, ASV
Centriftiga 5810 R Eppendorf AG, Vacija
Centrifuiga 5424 Eppendorf AG, Vacija

Ekrans IM 2305-SQ

Pieper, Vacija

Elektroforézes aparats: Electrophoresis
Power Supply - EPS600

Pharmacia, Zviedrija

Homogenizetajs FastPrep

MP Biomedicals, ASV

Inkubators-kratitajs VorTemp'™ 56

Labnet International, Inc ASV

Sekvenators Ion Torrent™ Personal
Genome Machine® (PGM)

Life Tehcnologies, ASV

Laboratorijas svari BP610 (+/-0,019)

Sartorius, Vacija,

Mikrovilnu krasns

SCARLETT, Krievija

— —v

Udens attirisanas sistéma Milli — Q

Millipore, ASV

Digitala fotokamera E.A.S.Y. 429K

Herolab, Vacija

Programméjamais termostats GeneAmp®
PCR System 9700

Life Tehcnologies, ASV

Fluorometrs Qubit® 2.0

Life Tehcnologies, ASV

Termostats TDB-120

BioSan, Latvija

UVT - 20 M/W

Herolab, Vacija

Video grafiskais printeris UP - 890 CE

Sony, Japana

Vorteks FV-2400 Microspin

BioSan, Latvija

Vorteks gene 2™

Scientific Industries, ASV

Elektroforézes vannina Mini —Sub Cell GT
System

Bio —Rad, ASV

2.1.4. Izmantota programmatiira

e MS Excel

e R programma v.3.2.2 un RStudio v.0.98.1104

e PuTTYv.0.64
e mothurv.1.39.1

2.2.

Metodes

2.2.1. Petijuma dizains

Petijuma tika ieklauti veseli dalibnieki vecuma no 18 lidz 64 gadiem, kuri atbilda

4. pielikuma apkopotajiem ieklauSanas/izslegSanas kritérijiem. P&tfjuma laika dalibniekiem

tika lugts krasi nemainit savu ierasto diétu un dzivesveidu, ka ari registrét savu uzturu un

fiziskas aktivitates di€tas dienasgramata (3.pielikums). Papildus, visi dalibnieki tika iesaistiti
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Valsts iedzivotaju genoma datu bazé (VIGDB), tadgjadi sanemot identifikacijas kodus un
nodrosinot personas datu konfidencialitati.

Dalibnieki septinas dienas lietoja metforminu divas reizes diena pa vienai 850 mg
Metforal (Berlin-Chemie, Vacija) apvalkotajai tabletei. Metformins tika lietots €Sanas laika,
uzdzerot glazi udens, lai samazinatu iesp&jamo biezo blaknu izpausmes (v€dera sapes,
vemsana, caureja, meteorisms).

Pirms dalibas uzsaksanas tika nodoti asins paraugi sertificéta diagnostikas laboratorija,
lai veiktu hematologiskas un biokimiskas analizes. To rezultati tika nemti véra dalibnieka
atbilstibas noveérteéSanai ieklauSanas/izslégSanas krit€rijiem un nepiecieSamibas gadijuma
izmantoti ka kovariati statistiskaja analizé. P&tijuma laika katrs dalibnieks ievaca tris fecu
paraugus (divas alikvotas) mikrobioma analizei un tika panemti asins paraugi tris laika posmos
balto asins $tinu metiléSanas profilu salidzinasanai. P&tijuma dizaina un paraugu iegiiSanas

plans redzams 5.attéla.

Pétijuma periods (dienas)
1]2 3 4 5 617(18([9]10
Parb:_audes Atklats peétamo zalu lietoSanas periods
periods ’
Diétas dienasgramatas aizpildisana
IepaziSanas - - -
ar petijuma Asins Asins Asins
aprakstu: paraugi | paraugi paraugi
Informatas (tuksa | (tuk3a (tuksa
piekriSanas dusa) dusa) . M E) dusa) Telefonvizite
formas Asins | ievaksana
parakstiSana MP paraugi MP
ievakSana | (p&c ievaksana
10h)
Metformins 2x diena/850mg
Aptaujas anketas, Blaknu
VIGDB anketas anketas
aizpildiSana aizpildiSana

5.attéls. P&tijjuma dizaina shéma. MP — mikrobioma paraugs.

Figure 5. Scheme of the study design. MP — microbiome sample.
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Fécu paraugu ievakSanas protokola kopsavilkums ir attélots 6. att€la. P&c ievakSanas

paraugi tris dienu laika tika nogadati laboratorija un uzglabati pie -80° C lidz mikrobialas DNS

Tw™:

izdaliSanai.

F&cu paraugs F&Cu paraugu novietojiet sausd. tiid A specialaja stobrina esoso karotiti Nomazgajiet rokas ripigi
nedrikst nonakt tvertné panemiet prasito daudzumu f&cu pirms un péc parauga
saskaré ar tualetes un ievietojiet stobrina. ievaksanas!

podu vai jebkadiem

skidrumiem : ; ?
’ Uz stobrina uzrakstiet datumu un laiku!

6. att€ls. Vadlinijas fécu paraugu ievaksanai (Harrison County Health Department 2015).

Figure 6. Guidelines for stool sample collection (Harrison County Health Department 2015).

Pétijums tika veikts VPP ,,Biomedicina sabiedribas veselibai” (BIOMEDICINE) projekta
apaksprojekta Nr.2.8. ietvaros, un ir sanémis atlaujas no Paula Stradina kliniskas universitates
slimnicas Attistibas biedribas Kliniskas izpétes &tikas komitejas (Nr. 2012.1212 - 10L),
Centralas Medicinas Etikas Komitejas (Nr. 1/16-05-12) un Zalu valsts agentiiras (Nr. 17-1723).

2.2.2. Bakterialas DNS izdaliSana
Ar FastDNA® Spin Kit for Soil

1. Stobrinam, kurs§ satur liz€Sanas matriksu E, pievieno ~100 mg fe¢u parauga.

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

3. Paraugu 40 sekundes homogeniz€, izmantojot FastPrep® Instrument ierici ar
atrumu 6.0.

4. Centrifuge stobrinu 10 min pie 14 000 X g.

5. Supernatantu parnes uz tiru 2 ml stobripu. Tam pievieno 250 pl PPS (Protein
Precipitation Solution) skiduma un samaisa, 10 reizes apvérsot stobrinu.

6. Centrifugé stobrinu 5 min pie 14 000 x g. legiito supernatantu parnes uz tiru 15 ml
stobrinu.

7. Ripigi samaisa saistiSanas matriksa Skidumu un 1 ml no ta pievieno paraugam, kas
atrodas 15 ml stobrina.

8. Paraugu 2 miniites maisa, apverSot stobrinu vairakas reizes, tadejadi nodrosinot DNS
piesaistiSanu matriksam. P&c tam stobrinu novieto stativa, lai 3 mintites lautu matriksam
nosesties.

9. Neaizskarot saistiS8anas matriksu, no stobrina aizvac 500 ul supernatanta.
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10.

11.

12.
13.

14.
15.

16.

Atlikuso supernatantu resuspendé kopa ar saistiSanas matriksu. Aptuveni 600 pl no
maisTjuma parnes uz stobrinu ar SPIN™ filtru un centrifugé 1 min pie 14 000 X g.
Filtratu izlej un SPIN™ filtram pievieno atlikugo maisfjumu no 15 ml stobrina, atkarto
centrifug@Sanu.

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

Centrifugg stobrinu 1 min pie 14 000 x g un filtratu izle;j.

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

SPIN™ filtru Zavé 5 min istabas temperatiira.

Uzmanigi resuspendé virs filtra esoSo saisti§anas matriksu, pievienojot 100 ul DES
(Dnase/Pyrogen-Free Water) skiduma. Paraugu inkub&é 5 min 55°C, lai palielinatu
iegiitas DNS daudzumu.

Centrifuge stobrinu 1 min pie 14 000 x g. Aizvac SPIN filtru. Iegtto filtratu, kas satur
mikrobialo DNS, uzglaba pie -20°C.

2.2.3. DNS agarozes gela elektroforéze
Sagatavo 1,2% agarozes gelu (1,2g agarozes un 7 pl Etidija bromida uz 100 ml 1xTAE).
Atfasé 2 ul izdalitas mikrobialas DNS parauga un pievieno 0,5 pl. 6x Loading Dye krasu.
Maistjumu parnes uz géla. Blakus bedrit€ iepilda 2 pl 100 bp DNS garuma markieri.
DNS elektroforézi veic pie 150 mA stravas ~30min.

Gelu novieto uz UV starojuma avota, nofotografé un izverte iegiitos rezultatu.

2.2.5. Parauga DNS koncentracijas meriSana

Ar Qubit® dsDNA HS Assay Kit
Pagatavo sekojoSu maisijumu (kopéjais tilpums tiek aprékinats atbilstoSi paraugu
skaitam (n), pieskaitot standartS§kidumus S1 un S2):

a. (n+2)x 199 pl buferis

b. (n+2) x 1 pl krasa
Qubit® Assay stobrinos sajauc 2 pul DNS parauga un 198 pl iepriek§ pagatavota
maisijuma. Papildus divos Qubit® Assay stobrinos sagatavo standartskidumus, iepildot
katra 10 pl attieciga standarta (S1 vai S2) un pievienojot 190 pl krasas un bufera

maisijuma.
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3. Stobrinus vortekse. Parliecinas vai stobrinos nav izveidojusies gaisa burbuli, un inkubg
paraugus istabas temperattira 2 miniites.

4. Veic paraugu Koncentracijas noteik§anu, izmantojot Qubit® 2.0 fluorometru.

2.2.6. PCR 16S rRNS géna V3 rajona fragmentu pavairoSanai
1. Katram DNS paraugam sagatavo divus reakciju maisijumus ar kopg&jo tilpumu 25 pl,
kas satur (1) Fw oligonukleotidu bez identifikacijas sekvences un Rs oligonukleotidu ar
identifikacijas sekvenci un (2) Fw oligonukleotidu ar identifikacijas sekvenci un Rs
oligonukleotidu bez identifikacijas sekvences (izmantoto oligonukleotidu sarakstu
skatit 2. pielikuma (Milani et al. 2013)). Kopgjais vienas reakcijas maistjuma sastavs ir
Sads:
5x HF buferis (+MgCl,) — 5 ul
10 mM dNTP - 0,5 pl
10 uM Fw oligonukleotids — 0,63 pl
10 uM Rs oligonukleotids — 0,63 pl
Phusion HF DNS polimeraze — 0,25 ul
H20 — 16,99 pl
DNS (10 ng) — 1 pl
Identifikacijas sekvenci saturoSie oligonukleotidi ir nepiecieSami, lai biitu iesp&jams
izsekot paraugus un atskirt tos péc apvienoSanas, kas notiek pirms sekvenéSanas. Izmantoto
oligonukleotidu saraksts skatam 2. pielikuma.

2. Reakcijas maistjumu inkubg programmejama termostata sekojosos apstaklos:

98C-30s

98C-10s

67°C—15s 35 cikli
72C-15s

72C—-7 min

£C-o0

3. Veic PCR produktu apskati ar DNS agarozes ge€la elektroforézi (aprakstita
2.2.4. apak$nodala).
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2.2.7. PCR produkta attiriSana ar magnétiskajam loditém

1. DNS parauga abus PCR produktus apvieno jauna 1,5 ml LoBind stobrina.

2. 40 pl PCR produkta pievieno 60 pl lidz istabas temperatiirai sasilditas NucleoMag®
magnétiskas lodites. Samaisa pipet&jot, inkube 5 min istabas temperatira.

3. Stobrinu liek uz magnéta 3 — 5 min, p&c tam aizvac supernatantu.

4. Divas reizes skalo ar 200 ul 80% etanola (zemaka koncentracija var novest pie produkta
zudumiem). SkaloSanu veic paris reizes stobrinu apgriezot ap savu asi.

5. Parliecinas, ka viss etanols ir aizvakts. Zavé stobrinus uz magnéta 4 min istabas
temperatura.

6. Nonem no magnéta, pievieno 30 pl low TE bufera. Samaisa, inkubé 5 min istabas
temperatura.

7. Stobrinu liek uz magnéta 3 — 5 min.

8. legilito supernatantu parnes jauna 1,5 ml stobrina.

9. Veic gatavas bibliotekas kvalitativo un kvantitativo novértéjumu ar bioanalizatoru.

2.2.8. Paraugu kvalitates un kvantitates novertesana
Bioanalizatora (Agilent Bioanalyzer 2100) darbiba ir balstita uz kapilaro elektroforézi.
Attirito PCR amplikonu biblioteéku kvalitates un kvantitates noteikSanai izmanto High
Sensitivity DNA ¢ipus un reagentus, ar kuriem iesp&jams analizét 50 —7000 bp garus DNS
fragmentus ar koncentraciju 5 — 500 pg/ul. Paraugu kvalitates un kvantitates noteikSanu veic

vadoties peéc razotdja lietosanas instrukcijam.

2.2.9. SekvenéSana

Ja paraugi (DNS bibliotekas) ir atbilstosa garuma un pietickama koncentracija, tos nodod
lielapjoma paral€lajai sekvengSanai. Balstoties uz koncentraciju, kas noteikta izmantojot
bioanalizatoru, paraugi tiek atSkaiditi Iidz 8 pM. Katri desmit paraugi tiek apvienoti, lai pilniba
izmantotu sekvenéS$anas Cipu kapacitati (4 — 5,5 miljoni nolasijumu; 600Mb — 1Gb). Veic
emulsijas PCR izmantojot lon OneTouch iekartu un lon PGM™ Hi-Q™ OT?2 Kit reagentus,
vadoties péc razotaja instrukcijam. SekvenéSana tika veikta izmantojot lon Torrent PGM™
(Personal Genome Machine) sekvenatoru, lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit reagentus un
Ion 318™ Chip Kit v2 Cipus. Prognozetais parklajums katram paraugam — 250000 nolastijumi.
Paraugi uz Cipiem tika izvietoti ta, lai visi paraugi no viena pétijjuma dalibnieka atrastos uz

viena Cipa.
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2.2.10. MetileSanas analize un paraugu sagatavoSana

Apmactts laboratorijas specialists izdalija DNS no iegiito asins paraugu baltajam $iinam
jeb leikocitiem. Iegtitas DNS koncentracija tika noteikta ar Qubit® 2.0 fluorometru. Péc tam
DNS tika atskaidita lidz 100 ng/ul koncentracijai 50 pl tilpuma un nositita talakai apstradei
sadarbibas partneru institita Upsalas Universitates Biomedicinas centra (NGI Uppsala
(SNP&Seq technology platform)).

Sadarbibas partneri veica DNS bisulfita konversiju ar EZ DNA Methylation-Gold kit
(Zymo Research) reagentu komplektu atbilstosi razotaja instrukcijam. Tai sekoja DNS
hibridizaciju uz Illumina 450K metilacijas mikro¢ipa (lllumina iScan system). Iegiitie

hibridizacijas rezultati talak tika izmantoti datu analizei.

2.2.11. Datu analize

16S rRNS géna V3 regiona amplikonu bibliotekas sekvencu pirmapstrade un statistiska
analize:

Ar lon Torrent PGM™ jegiito sekvencu analize tika veikta lietojot mothur v1.39.1
programmatiiru (Schloss et al. 2009). Vispirms tika veikta sekvencu filtréSana no datiem
nonemot tadas, kuras Tsakas par 75 bp, satur&ja neviennozimigi noteiktas (ambiguos) bazes vai
homopolimérus garakus par 8 bazém. No katras identisko sekvencu kopas tika izvel&ta
reprezentativa sekvence un izmantota taksonomijas noteikSanai ar SILVA datubazi (Quast et
al. 2013). Talak tika identificétas un nonemtas himériskas sekvences, izmantojot UCHIME
riku (Edgar et al. 2011). Lai mazinatu iesp&jamo sekvenés$anas kludu skaitu, tika veikta
pre-klasteru veidosana (threshold=2). Taksonomisko vienibu (OTU) iz8kirSanai tika izmantots
opticlust algoritms ar sekvencu lidzibas slicksnis 99%. Sekvencu klasifikacija balstijas uz naive
Bayesian klasifikatoru. Iegttie faili, kas satur informaciju par pétijuma dalibnicku zarnu
mikrobioma kompozicijas taksonomisko piederibu un kvantitativo ipatsvaru, tika apkopoti
izmantojot MS Excel.

Paraugu iek$@ja (o) daudzveidiba tika novertéta péc Sanona indeksa (Shannon 1948), bet
starpparaugu () daudzveidibas analizei pielietoja uz Bray-Curtis distan¢u matriksa balstitu
neparametrisko multidimensionalo mérogosanu (NMDS). Lai novértétu paraugu grupu
atSkiribu butiskumu un mérogu, tika veikta permutacijas analize PERMANOVA (permutaciju
skaits = 9999).

Apkopotie dati tika analiz&ti un grafiski attéloti ar RStudio programmatiiru izmantojot
sadas datu statistiskas analizes paketes: ,limma”, ,edgeR”, ,XML”, ,Ime4”,  ImerTest”,

,mulcomp”, ,ggplot2”, ,lattice”, ,permute”, “metagenomeSeq”, “grid”, “gridExtra”,
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“cowplot” un ,vegan”. Statistiskaja analizé ar “edgeR” ieklauto visparinato linearo
modelu (GLM) funkciju tika ieklauti tie OTU, kuri bija sastopami vismaz 50% paraugu.
Merkéta statistiska analize specifisku OTU izmainu novérté$anai, ki ari Sanona indeksa

atSkiribas tika parbauditas ar Vilkoksona testu.

Hllumina 450K metilacijas mikrocCipa nolasijumu pirmapstrade un statistiska analize:

Mikrocipa nolastjumi IDAT failu veida tika importéti R programma izmantojot analizes
paku “minfi”. P& tam veica balto asins Stnu apakstipu skaita novértéSsanu ar Housmana
algoritmu (Houseman et al. 2012).

Datu pirmapstradei un normaliz€Sanai izmantoja paku “Enmix”. Tas ietvaros tika
aizvaktas zondes, kuram bija detekcijas Iimenis <0,05 vai novérojams multimodals sadalijums.
Fona korekcijai pielietoja preprocessENmix funkciju ar “oob” ka parametru fona novértésanai.
Zondu intensitates tika normaliz€tas ar kvantilu normalizaciju, un atskirigo zondu tipu radita
neobjektivitate tika korigéta ar koreléto zondu regresijas (Regression on Correlated Probes —
RCP) metodi.

Dazado analizes sériju ietekme (batch effect) tika nonemta, izmantojot slaidu un individus
ka kovariatus ComBat funkcija. Diferencéti metilétas zondes tika identificétas ar ComBat
apstradatajos datos, izmantojot “limma” ietverto ImFit funkciju un korigg€jot rezultatus péc
vecuma, dzimuma, KMI, neitrofilu/leikocitu (N/L) attiecibas un analizes sakuma iegiitajiem
datiem par Stinu apakstipu sadalijumu (CDS8T, CD4T, NK, B-§iinas, monociti, granulociti).

Absoliita metiléSanas limena raksturoSanai izmantoja B-vertibas (intervals no 0 Iidz 1).
Statistiska testa veikSanai tika izmantotas M-vértibas (10g2 no metiléto zondu intensitates
attiecibas pret nemetiléto zondu intensitati), kuras ir piemérotakas statistiskas analizes

veikSanai.
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REZULTATI

Pétijuma kopuma tika iesaistiti 18 veseli brivpratigie (5.tabula). Katrs dalibnieks
ievaca/nodeva sekojoSus paraugus: (1) tris fe¢u paraugus — MO (pirms metformina terapijas),
M24h (aptuveni 24 stundas péc pirmas metformina devas) un M7d (p&c septinu dienu ilgas
metformina lietoSanas), (2) tris asins paraugus — MO (tuksa daisa, pirms metformina terapijas),
M10h (10 stundas péc metformina pirmas devas, bet pirms otras devas), M7d (tuksa dasa,
pétljuma astotas dienas rita).

P&c nedélu ilgas metformina lieto$anas visi dalibnieki aizpildija anketu, kura registréja
noverotas blaknes (1. pielikums). Nemot véra blaknu anketa noradito, dalibnieki tika sadaliti
tris grupas atkariba no blaknu pakapes: (1) blaknes netika novérotas (n=3), (2) vieglas blaknes,
kas ietvéra nelabumu, vajumu, samazinatu apetiti, meteorismu (n=6), un (3) smagas blaknes,

kas ietvera Skidru védera izeju vienu vai vairakas reizes diena, caureju, vemsanu (n=9).

5. tabula.
P&tijuma paraugkopas raksturojums
Table 5.
Characterization of study group
Pazime Raksturojosa vertiba
Sievietes/ viriesi, n (%) 11 (61.1%)/ 7 (38.9%)
Vidgjais vecums (gadi) £ SN 29+6.6
Vidgjais KMI = SN 24.1+35
Vidgjais ALAT, U/l + SN 23+11.8
Vidgjais kreatinins = SN, umol/I 70+£12.3
Glikoze plazma, mmlo/1 + SN 5.1+0.3
Visédajs/vegetarietis, n 17/1

No 18 dalibnickiem tika ievakti 53 fe¢u paraugi, kurus izmantoja talakajai analizei. Visi
dalibnieki, iznemot personu ar identifikacijas kodu MF7, nodeva tris fécu paraugus atbilstosajos
laika posmos. MF7 izteiktu blaknu d€] ceturtaja diena partrauca dalibu p&tijuma, Iidz ar to no
§1 dalibnieka tika sanemts viens feé€u paraugs pirms metformina lietoSanas uzsakSanas un otrs
péc izstasanas no pétijuma (piektaja diena). MF7 dalibnieka otrais paraugs statistiskaja analizé
uzradija augstu lidzibu ar pargjiem M7d paraugiem, Iidz ar to talak tika analiz€ts kopa ar §is
grupas paraugiem. Paral€li mikrobioma izmainu izvérté$anai pirmajiem 12 no iesaistitajiem 18
dalibniekiem veica ar1 DNS metileéSanas profila analizi baltajas asins Stinas (WBC).

No fécu paraugiem izdalitas DNS koncentracija bija robezas no 11.3 ng/ul lidz
228.0 ng/pl. PCR reakcija tika veikta, izmantojot oligonukleotidu parus, kuri atziti par

piemérotiem sekvenésanai ar lon Torrent PGM™ sekvenatoru (Milani et al. 2013). Gatavo
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DNS amplikonu bibliotéku koncentracijas bija robezas no 35 752 pmol/l lidz 134 512 pmol/I.
No sekvenatora iegitie dati satur&ja videji 520 480 + 169 690 nolastjumu uz katru paraugu.

Pamatojoties uz Illumina sekvenésanas platformam pielagoto datu analizes metodiku, kas
pieejama mothur programmai, tika izstradata un optimizéta bioinformatiskas analizes darba
plasma (5. pielikums), kas nem véra $aja pétijjuma izmantoto sekvenésanas tehnologiju (lon
Torrent PGM) un tas ipaSibas, ka arf atbilst longitudinalajam pé&tijuma dizainam. lzveidota
metodika tika pielietota iegiito 16S rRNS amplikonu bibliotéku nolasTjumu pirmapstradei.
Izmantotais sekvenésanas dzilums deva iesp&ju klasificét mikroorganismus lidz gints
taksonomiskajam Itmenim.

Sakotngji tika veikta iegiito paraugu daudzveidibas raditaju raksturo$ana. Vispirms
novertéja paraugu savstarpjo daudzveidibu jeb B-diversitati. Lai to veiktu, tika izveidots

neparametriskas multidimensiju mérogosanas, NMDS, grafiks (6.attéls).
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6.attéls. Starpparaugu () daudzveidibu gints limeni reprezent&josi NMDS grafiki. Elipses
reprezenteé 95% ticamibas intervalu katra no paraugu grupam. Atskirigie simboli apzimé
pétijjuma dalibniekus. (A) Visu tris paraugu grupu salidzinajums. (B) Salidzinajums starp
kontroles paraugu MO un paraugiem, kas ievakti metformina terapijas laika un péc tas (M24h
+ M7d).

Figure 6. NMDS plots representing diversity between samples (B) at genus level. Ellipses
represent the 95% confidence interval surrounding each group of samples. Different symbols
represent participants of the study. (A) Comparison between all sample groups. (B) Comparison
between M0 sample and samples during metformin administration (M24h + M7d).

NMDS redzams, ka nav paraugu vai individu, kas butiski atskirtos no pargjiem. Novérojama
ar1 tendence, ka treSais paraugs, galvenokart, atrodas augstak par pirmo vai par pirmajiem

diviem paraugiem, noradot, ka metformina ietekme raditas izmainas kompozicija gints liment
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starp individiem ir vért€jamas ka Iidzigas. Veicot permutaciju analizi tika apstiprinata liela
starpindividuala variacija jeb tendence uz katram individam specifisku mikrobioma
kompoziciju (PERMANOVA: R? = 0.74, p= 0.001). Talakaja paraugu grupu salidzinasana §1
tendence tika nemta vera, noradot individu ka fikséto faktoru permutacijas analizé. Salidzinot
visas tris paraugu grupas (MO, M24h, M7d) netika konstattas bitiskas atskiribas
(PERMANOVA: R? = 0.028, p = 0.078). Tomér veicot salidzinajumu starp kontroles paraugu
MO un abiem paraugiem, kas iegiiti terapijas laika (M24h + M7d) tika novérota statistiski
biitiska atskiriba (PERMANOVA: R? = 0.019, p = 0.036).

Sekojosi tika aprékinata katra parauga ick$€ja daudzveidiba jeb a-diversitate. legitas
Sanona indeksa vértibas un to izmainas redzamas 7. attéla. Tika novérota atra reakcija uz
metformina terapiju, respektivi biitiska ieks€jas diversitates samazinasanas jau péc pirmajam
divam lidz tris metformina devam, ka arT neliels, tadu nebiitisks Sanona indeksa picaugums

salidzinot M24h un M7d paraugus.
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7. attéls. Paraugu ieks€jas daudzveidibas izmainas metformina lietoSanas laika. Violin-grafiks
attélo Sanona indeksu, kombingjot Kastveida un nogriezna procentilu diagrammu (boxplot), kas
parada medianas vertibas un ieks$¢jo kvartilu diapazonu, ar Kernela blivuma grafiku.

Figure 7. Alpha diversity changes during metformin therapy, evaluated at different time points
of the study. Violin plot characterizing Shannon indexes combines boxplots, representing the
median value and interquartile ranges, with kernel density plots.

Lai parbauditu iesp&amo paraugu diversitates samazinaSanas saistibu ar zarnu
mikrobioma disbiozi, tika analizétas plasi sastopama oportinistiska patogéna
Escherichia-Shigella spp. ipatsvara izmainas. Tika veikta meérkéta statistiska analize ar
Vilkoksona testu. Starp paraugu pariem MO un M7d, MO un M24h netika atrastas bitiskas
izmainas, tacu statistiskais tests paradija butisku §is gints pieaugumu salidzinot M24h un M7d

paraugus (p=0.01). P&c i testa tika veikta gan Escherichia-Shigella spp. ipatsvara, gan Sanona

indeksa izmainu novértéSana un salidzinaSana katra no trim iepriek§ definétajam blaknu
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grupam (8. att€ls). Abas grupas, kur tika registrétas blaknes, M7d parauga tika novérots iek$¢jas
daudzveidibas pieaugums salidzinot ar M24h paraugu, tomér tas nesasniedza kontroles parauga

MO vertibu.
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8.attels. Korelacija starp izmainam zarnu mikrobioma ieks€ja daudzveidiba un oprtunistiska
patogéna Escherichia-Shigella spp. ipatsvaru dazados pétijuma laika punktos grupas, kas
izveidotas atkariba no noverotajiem blakusefektiem. “-*“ nav blaknu, “+” vid€jas blaknes,
“++” smagas blaknes. Kastveida un nogriezna procentilu diagramma attélo medianas vértibas
un iekS§€jo kvartilu diapazonu katra grupa. Punkti arpus nogrieZznu robezam reprezent€
ekstrémas vertibas. (A) Escherichia-Shigella spp. relativa ipatsvara izmainas. (B) Iek$&jas
daudzveidibas izmainas, raksturotas ar Sanona indeksu.

Figure 8. Correlation between changes of gut microbiome inner diversity and abundance of the
opportunistic pathogen Escherichia-Shigella spp. at different time points of study within groups
created according to severity of GI side effects. “-*no side effects, “+” mild side effects, “++”
severe side effects. Boxplots depict median value and interquartile ranges of data in each group.
Dots beyond the bounds of the whiskers represent outliers. (A) Relative abundance changes of
Escherichia-Shigella spp. (B) Inner diversity changes, characterized by Shannon index.

Veicot statistisko testu ar R programmu un taja ietverto datu analizes paku edgeR tika
izvertetas 220 taksonomiskas grupas visos pieejamos taksonomiskajos limenos (tips, klase,
karta, dzimta, gints), kas bija sastopamas vismaz 50% paraugu. Kopuma visos salidzinajumu
paros tika noverotas Ipatsvara izmainu tendences 27 taksonomiskajas grupas dazados limenos.

To raksturojums redzams 6. tabula.
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6.tabula

Galvenas statistiski biitiskas izmainas taksonomisko grupu TIpatsvara visos
taksonomiskajos Itmenos.
Table 6.
Top statistically significant changes of taxonomic units in all taxonomic levels.
S v w Vidgjais ipatsvars -
5 E T o paraugos, % P — vertiba [FDR]
2% & aksonomiska grupa MO vs M24h vs
T £ = . .
= MO M24h  M7d M24h M7d MO vs. 7d
Proteobacteria 0.03
_unclassified 0.019  0.008  0.02 [0.62]
@ Gammaproteobacteria  1.16 050 171 0.002 [0.05] %0103%
2 .
Y Verrucomicrobiae 0.45 030 1.14 0.03 [0.20]
Bacilli 1.02 083 131 0.03[0.20] 0.04[0.17]
Epsilonproteobacteria  0.003  0.007  0.01 0.01[0.13]
Negativicutes 2.38 190 134 0.02 [0.15]
Proteobacteria 0.02
_unclassified 0.02 0.008 002 [0.68]
Z Enterobacteriales 099 041 155 0.002 [0.04] 0.005
£ . . . : . [0.12]
~ Verrucomicrobiales 0.45 030 1.14 0.03 [0.26]
Lactobacillales 1.00 0.81 1.29 0.03[0.26] 0.04[0.36]
Selenomonadales 2.38 190 134 0.02 [0.26]
4.24E-06
Peptostreptococcaceae  1.17 093 0.23 0.001 [0.02] [0.0002]
- 3.41E-05
[
£ Clostridiaceae_1 0.70 051 0.13 0.008 [0.12] [0.0007]
A Enterobacteriaceae 0.99 0.41 1.55 0.001 [0.02] FO'OOO;;
Streptococcaceae 0.58 041 0.68 0.01[0.14]
Verrucomicrobiaceae 0.45 030 1.13 0.03[0.21]
Peptostreptococcaceae 0.04 1.86E-06
unclassified 0.91 0.72 0.8 [0.97] 0.0006 [0.04] [0.0002]
Clostridiaceae_1 8.40E-06
“unclassified 0.63 0.49 0.10 0.032 [0.08] [0.0005]
1.64E-05
Asaccharospora 0.17 0.15 0.03 0.003 [0.08] [0.0006]
. 2.92E-05
Romboutsia 0.09 0.06 0.02 0.002 [0.07] [0.0009]
” _ . 0.008
= Escherichia-Shigella 0.80 0.27 1.00 0.0006 [0.04] [0.14]
< Streptococcus 0.45 035 0.61 0.007 [0.16] 0.02[0.31]
Enterobacteriaceae 0.004
_unclassified 0.19 0.13 048 0.01[0.19] [0.11]
Ruminiclostridium_6 0.45 0.35 0.08 0.03 [0.45] %0103?
Akkermansia 0.44 030 1.13 0.03 [0.48]
Ruminococcaceae
" UCG-008 0.02 0.03 0.04 0.01[0.16]
Blautia 1.45 204  2.02 0.04 [0.52]

Tomer, netika konstatétas statistiski biitiskas izmainas tipa Itmeni, ka arT péc FDR

korekcijas nesaglabajas neviens biitisks rezultats salidzinot MO un M24h paraugus. Péc nedélu
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ilgas metformina terapijas tika atklats statistiski batisks Ipatsvara samazinajums divas dzimtas
un Cetras tajas ietilpstoSajas  gintls:  Peptostreptococcaceae_unclassified (dzimta
Peptostreptococcaceae), Clostridiaceae_1_unclassified  (dzimta  Clostridiaceae 1),
Asaccharospora (dzimta Peptostreptococcaceae), Romboutsia (dzimta
Peptostreptococcaceae). Tacu salidzinot M24h un M7d paraugus tika konstatéts biitisks
pieaugums Enterobacteriales kartas ipatsvara, kas talak atspogulojas ar1 butiska pieauguma
vienigaja Saja karta ietilpstosaja Enterobacteriaceae dzimta un tapat ari viena no filogenétiski
talak sekojosam gintim - Escherichia-Shigella.

Mikrobioma kompozicijas izvertésanai sekoja DNS metilésanas profila analize 12 no
ieprieks aprakstitajiem veselajiem individiem. No WBC izdalitas genomiskas DNS videja
koncentracija bija 699.4 + 267.2 ng/ul. Veicot sakotngjo kvalitates kontroli un nemot véra
atSkirigo terapijas ilgumu, MF7 tika izslégts no metiléSanas analizes. P&c datu pirmapstrades
tika novertetas iesp€jamas metformina izraisitas globalas izmainas metiléSanas profilos,
savstarp€ji salidzinot paraugus visos tris laika punktos. Statistiskajai analizei balstoties uz
M-vértibu salidzinasanu un izvéletajiem parametriem - mediana p-veértibas izmaina >3% un p-
vertiba péc FDR korekcijas ir <0.05 —, tika identificétas devinas zondes (CpG) ar statistiski
biitiskam izmaindm metiléSana starp MO un M10h paraugiem. Globalo metiléSanas profila

izmainu attélojums starp MO un M10h paraugiem redzams 9. attéla.

3 4 5
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9. attéls. Nekorigéto p-vertibu un logaritméto M-vertibu izmainas starp MO un M10h

paraugiem. CpG, kuras saglabajas statistiski butiskas ari péc FDR korekcijas, atzimétas
sarkanas.

Figure 9. Volcano plot showing raw p-values versus log-fold change of M-values between MO
and M10h samples. The significant CpG sites (after FDR correction) are highlighted in red.
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Lielakajai dalai no CpG, kuru metiléSanas intensitates izmainas pirmo 10 stundu laika
tika atzitas par statistiski biitiskam, izmainu tendence bija novérojama arT parauga péc septinu
dienu ilgas metformina lictoSanas (6. pielikums). Mediano B-vértibu izmainu tendences

attiecigajam zondeém attelotas 10. att€la.
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10. attels. Mediana B-vertibas izmaina zondém (CpG) ar vislielako statistisko bitiskumu.
Grafiku virspusé noradita distance no CpG Iidz tuvakajam TSS un ar to asoci€ta géna
nosaukums.

Figure 10. Median change of -value in probes (CpGs) with highest statistical significance. In
top of the graphs is shown the distance between CpG and the closest TSS and name of the gene
that is associated with it.

CpG, kuras tika noverotas butiskas metilacijas limena izmainas, tika atbilstoSi pieejamajai
anotacijai asoci€tas ar tuvakajam génu TSS. Respektivi, viena metformina 850 mg deva var tikt
saistita ar procesiem, kuros iesaistiti sekojoSie géni: efitna receptors B1 (EPHB1), proteinu O-
fukoziltransferaze 2 (POFUT2), 15. hromosomas atvértais nolasiSanas ramis 54 (C150rf54),
transmembranas proteins 161A (TMEM161A), beta-vieta amiloida prekursora proteina
Skelosais enzims 2 (BACE2), kalcija/kalmodulina atkariga proteinu kinazes kinaze 1
(CAMKK?1), ribosomalais proteins S21 (RPS21), ankirins 3 (ANK3) un lokuss JA660620 ar vél

neidentificétam funkcijam.
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DISKUSIJA

Metformins tiek plasi lietots cukura diab@ta arstéSana. Metformina terapijai ir vairakas
prieksrocibas, tostarp zems hipoglik&mijas risks, augsta efektivitate, neitralitate vai pazeminoSa
ietekme attieciba uz kermena svaru, kardioprotektivs efekts un tas ir ekonomiski izdevigs
(Bolen et al. 2007, Fung et al. 2015, Inzucchi et al. 2015). Neskatoties uz to, ir novérota liela
variacija terapijas efektivitateé un blaknu attistiba, liecinot par personaliz€tas pieejas
nepiecieSsamibu medikamentozas terapeitiskas stratégijas izvéle (Nasri and Rafieian-Kopaei
2014). Nemot véra nesen paradito saistibu ar metformina modulétu zarnu mikrobioma
kompoziciju T2D pacientos, kas, visticamak, nodro$ina dalu no ta terapeitiskajiem efektiem (de
la Cuesta-Zuluaga et al. 2016, Forslund et al. 2015, Wu et al. 2017), joprojam ir japrecizé
iespejamie So efektu mehanismi un svarigakas iesaistitds taksonomiskas grupas. Tapat ir
paradita DNS metiléSanas biitiska ietekme uz dazadu medikamentu efektivitati un toleranci,
papildinot lidz $im zinamos genétiskos farmakodinamiku regul€josos mehanismus (Tang et al.
2014). Tomér, saistiba ar metformina ietekmi uz DNS metiléSanu veiktie tris p&tijumi (Niu et
al. 2016, Song et al. 2016, Zhong et al. 2017) sniedz tikai minimalu ieskatu Sajos mehanismos.
Nepilnibas esosajas zinasanas norada Uz nepiecieSamu turpinat petijumus par ta darbibas
mehanismus ietekméjosiem sistemiskiem faktoriem.

Magistra darba ietvaros tika apstiprinatas dazas no lidz $im zinamajam asociacijam starp
metformina terapiju un zarnu mikrobiomu, ka arT iegtti jauni dati par metformina ietekmétiem
zarnu mikrobioma parstavjiem un strauji ierosinato efektu uz tiem, kas papildina esoso
priekSstatu par metformina darbibas mehanismiem. Tapat §1 darba ietvaros pirmo reizi ir
raksturotas metformina terapijas ierosinatas metiléSanas profila izmainas cilvékos.

Lielaka dala no lidz $im veiktajiem pétijjumiem par metformina mijiedarbibu ar zarnu
mikrobiomu ir veidoti gadijumu/kontroles dizaina, ka ar1 biezi vien netiek kontroléts terapijas
statuss, blakusslimibas ka ari nav noteikts patiesais slimibas stazs T2D pacientos pirms
diagnosticésanas un terapijas sakuma (de la Cuesta-Zuluaga et al. 2016, Qin et al. 2012). Sie
faktori var radit kludainas asociacijas un liegt identificét tieSi metformina izraisitos efektus
(Forslund et al. 2015). Tapat janem véra péd&jos gados pétitais metformina pielietojums arpus
antidiabétiskas terapijas, tadam slimibam ka policistisko olnicu sindroms, Alcheimera slimiba,
vézis, ka ar1 T2D attistibas novérSana prediabétiskas populacijas (Abdelgadir et al. 2017).
Misu izvéletais longitudinalais pétjjuma dizains, kur§ ieklauj veselus individus, sniedz
nozimigu un unikalu ieskatu metformina darbibas mehanismos, kas butu bitiski gan ta

pasreiz€jam pielietojumam, gan arT iesp&jamo terapijas mérku paplaSinasanai.
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Uzsakot pétljuma rezultatu interpretaciju, ir svarigi optimiz€t analizes darba plusmu.
Sobrid mikrobioma pétfjumu datu normalizacijai (biblioteku parklajuma savstarpgjai
pielidzinasanai) raksturigs butisks trikums — $aja procesa netiek izmantota vienota metode.
Janem véra, ka dazadas normalizacijas metodes, izmantojot vienus un tos pasus datus, var sniegt
atSkirigus rezultatus. Pieméram, biezi tiek pielietota ,,izretinasanas” (rarefying) metode, tacu
tas rezultata butiski samazinas statistiska jauda un tiek izmainita analiz€jamo OTU savstarpgja
attieciba starp paraugiem. Alternativa pieeja ir izmantot RNS ekspresijas noverteSanai
paredze€tus statistiskos rikus, kas tika pielietoti $aja petijuma globalai mikrobioma kompozicijas
izmainu datu analizei. Tada gadfjuma OTU vai jebkura cita definéta taksonomiska grupa tiek
pielidzinata génam, bet nolasyjumu skaits tiek pielidzinats veértibam, kas raksturo génu
ekspresiju (Fernandes et al. 2014, McMurdie and Holmes 2014). ST pieeja ietver normalizaciju,
kura novers§ izretinasanas metodei raksturigos trikumus. legiitie rezultati sakrit ar vienu no
klasiskajam metodém, neparametrisko Vilkoksona testu, kas tika pielietots mérkétai grupu
savstarp€jai salidzinasanai. Konsekvence rezultatos sniedz lielaku ticamibu noverotajam
tendencém.

Petjjuma laika noverota ieksejas daudzveidibas samazinaSanas apstiprina ieprieks
publicétos rezultatus pelu modelos (Lee and Ko 2014). Tapat tie saskan ar nesen publicéto
metagenoma pétijumu, kas atklaja, ka metformina lietotajiem ir augstaka zarnu mikrobioma
génu bagatiba neka citiem T2D pacientiem, tomér zemaka neka veselam kontrolém (Forslund
et al. 2015). Jauzsver, ka miisu pétijuma daudzveidibas samazinasanas tika noverota loti atri,
jau 24 stundu laika. Protams, nemot véra, ka visbiezak noveérojamas blaknes metformina
terapijas laika ir tieSi gastrointestinala rakstura, varétu tikt izvirzita hipotéze, ka tas ir iemesls
samazinatajai ieks$€jai daudzveidibai. Tomér, pétijjuma pirmaja diena (pirms M24h parauga
nodosanas) nevienam no individiem nebija caurejas, bet Cetri registréja skidru védera izeju
(1 - 2 reizes diena). Ta ka diversitates kriSanas bija konsekventi novérojama visiem pétijuma
dalibniekiem, ta visticamak var€tu tikt asoci€ta ar vél neskaidru nelabvéligu metformina
ietekmi uz zarnu mikrobioma vidi un kompoziciju. Papildus tika noverots neliels daudzveidibas
picaugums starp M24h un M7 paraugiem, kas varétu noradit uz ekologiska lidzsvara
atjaunoSanos zarnu mikrobioma, neskatoties uz to, ka pétijjuma laika puse no dalibniekiem
registréja Skidru védera izeju un pat caureju. Tapat, ta ka 8.attéla ir redzams, ka daudzveidibas
pieaugums notiek tikai grupas, kuras novéroja blaknes, tas var€tu tikt izskaidrots ar
oportiinistisko patogénu Escherichia-Shigella spp. picaugumu, kur§ jau ieprieks ir novérots
metformina terapija T2D pacientiem (Forslund et al. 2015, Wu et al. 2017). Straujais $is gints

pieaugums un metformina terapijas raditas niSas aiznemsSana p&c diversitates samazinasanas
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varétu tikt nodro$inati ar tai piemitoSo persistenci (Amato et al. 2013) un augstajam
pielagosanas sp&jam vides mainibai (Touchon et al. 2009).

Metformina terapijai raksturigajam gastrointestinalajam blakn@m parasti v€rojama
samazinasanas jau pirmo paris nedélu laika (Haupt et al. 1991, Howlett and Bailey 1999).
Pienemot, ka tiesi Escherichia-Shigella gints Tpatsvara picaugums varétu biit viens no blaknu
celoniem, tad velak noverojama blaknu samazinasanas varétu tikt skaidrota ar S§is
taksonomiskas grupas parstavjiem raksturigajiem bioenergétikas mehanismiem, Kuri gan
Escherichia, gan Shigella ir Iidzigi, jo tas ir filogen&tiski tuvradnieciskas taksonomiskas grupas
(Sims and Kim 2011). Ir zinams, ka E.coli piemit konkurences prieksrociba, ko dod fakultativi
anaeroba metabolisma niSa, tomer ta ir atkariga no substrata, ko nodroSina ar glotadam asociétie
polisaharidus degrad&joSie anaerobie zarnu mikrobioma parstavji (Jones et al. 2007). Lidz ar to
sakotngjais straujais Ipatsvara pieaugums metformina terapijas laika varetu tikt ierobezots ar
augSanai nepiecieSamo mono- un polisaharidu trilkumu, kas radies samazinata anaerobo
parstavju ipatsvara, ka ari pieaugosas konkurences pasas gints ietvaros dél. Tapat butiska loma
pieejama substrata limit€Sana var€tu bit ar T2D terapiju saistitajai specifiskajai di€tai ar
samazinatu vienkarSo oglhidratu ipatsvaru (Asif 2014). Sis izmainas varétu nodroginat
mikrobialas ekosistémas stabilizaciju un metformina tolerances atjaunoSanos. P&tfjuma
rezultati norada uz palielinatu Escherichia-Shigella spp. klatbutni paraugos pirms metformina
terapijas tiem individiem, kuriem vélak tika noverotas blaknes. Doto sakaribu varétu izmantot
ka raditaju diagnostikas testa un personaliz€tas terapijas izveidei (pieméram, izveleties
specifisku metformina formu vai papildinat terapiju ar pre- un/vai probiotikam). Tomer, ir
janem véra, ka aptuveni 5% no pacientiem partrauc metformina terapiju tie$i nepanesamibas
del (Kirpichnikov et al. 2002). Masu datos daziem no individiem ar blakném parauga pirms
metformina lictoSanas uzsakSanas nebija novérojama §is gints klatbiitne. Iesp&jams, ir
nepiecieSams izmantot precizaku un jutigaku detekcijas metodi, kas lautu noteikt baktérijas ar
zemu Tpatsvaru, un pielietot citus markierus, kas spetu iz8kirt zemakus taksonomiskos limenus.
Neskatoties uz to, ka Escherichia-Shigella gints aprakstita ka oportiinistiski patogéna, ta ietver
dazadas sugas un celmus ar plasu spektru specifisko funkciju, radito efektu un mijiedarbibas
veidiem (Gao et al. 2014), ko nav izskirami izmantojot 16S rRNS géna analizi. Papildus
Mmetagenoma analize sniegtu papildus informaciju par génu bagatibu, sastavu un metabolajiem
signalceliem, preciz€jot metformina lietoSanas asociaciju ar funkcionalam izmainam zarnu
mikrobioma. Protams, dotaja individu grupa blaknu attistibas pamata var but citi, no zarnu
mikrobioma neatkarigi, mehanismi.

Novertgjot metformina ietekmi uz zarnu mikrobioma kompoziciju, visSpécigaka terapijas

asociacija tika noverota ar Peptostreptococcaceae dzimtas un tris taja ietilpsto$u ginsu ipatsvara
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samazinajumu. Sis dzimtas parstavji galvenokart tiek asociéti ar dazadam veselibas problémam.
Spilgtakais piemers ir taja ietilpstosa Clostridium difficile, kas izraisa hronisku caureju ar
iespéjamu letalu iznakumu (Khanna and Pardi 2012). Peptostreptococcaceae dzimtas ipatsvara
pieaugums tiek saistits ar ar tadam slimibam ka nealkoholiska taukaino aknu slimiba (NAFLD)
(Jiang et al. 2015), culainais kolits (Lavelle et al. 2015) kolorektalais vézis (Chen et al. 2012),
ka arf tas ir asociéts ar samazinatu dzivildzi (Zhang et al. 2013). Savukart, samazinats §is
dzimtas Tpatsvars ir atklats pelu modelos ar zemu tauku saturu diétu (Cox et al. 2013) un
kaloriju restrikciju (Zhang et al. 2013). ArT vairaki pétfjuma laika samazinatas Clostridiaceae_1
dzimtas parstavji ir raksturoti ka patogénas sugas, pieméram, C. perfringens (Tulstrup et al.
2015). Sis izmainas varétu noradit uz iepriek§ vél neraksturotu pozitivu metformina terapijas
ietekmi uz zarnu mikrobioma kompoziciju.

Pret&ji tam, ka citos pétijumos metformina terapija tiek asociéta ar labvéligas, SCFA
producéjosas Akkermasia gints picaugumu (Forslund et al. 2015, Lee and Ko 2014, Shin et al.
2013, Wu et al. 2017), masu datos tas ipatsvara izmainas péc FDR korekcijas netika atzitas par
butiskam. Tas varétu tikt skaidrots ar to, ka §1 gints bija sastopama tikai 37 no 53 paraugiem un
novérotas izmainas nebija konsekventas visos individos. Iesp€jams, Akkermasia gints
sastopamiba varétu variét specifiski atkariba no populacijas, vecuma grupas un veselibas
statusa.

Neskatoties uz vairakiem lidz $im veiktajiem p&tijumiem, joprojam nav isti skaidrs, vai
metformins §1s noverotas izmainas izraisa tieSi (pieméram, ietekmé&jot metabolismu
specifiskam baktérijam vai to grupam) vai ar sistémiskiem efektiem (pieméram, modulgjot
eneterohepatisko ztltsskabju cirkulaciju) (McCreight et al. 2016). Nemot véra, ka efekts uz
zarnu mikrobioma daudzveidibu un taksonomisko kompoziciju ir novérojamas jau 24 stundu
laika, miisu iegiitie rezultati liecina par drizak tie$u metformina efektu. So pienémumu
apstiprina arl jaunakais péetjjums par metformmma ietekmi uz zarnu mikrobiomu
jaundiagnostic€tiem T2D pacientiem, kur papildus tika iegtiti dati par tieSo metformina ietekmi
in vitro Gl simulatora uz tadam baktérijam ka B. adolescentis un A. Muciniphila (Wu et al.
2017). Tomér nevar izslégt, ka ilgtermina raditas kompozicijas izmainas, kas $eit nav analiz&tas,
tiek ietekmétas un uzturétas ari ar dazadiem metformina ierosinatiem izraisitiem sist€miskiem
mehanismiem.

Saisttba ar metformina sisteémisko ietekmi wuz organismu, ir veikti plasi
farmakodinamikas, farmakogenomikas un génu ekspresijas eksperimenti (Liu et al. 2016,
Pawlyk et al. 2014), tomér uz doto bridi ir zinami tikai tris ptjjumi par iesp&jamo metformina
ietekmi uz metiléSanas profilu saistiba ar gestacijas diab&tu un véza attistibu $iinu Imijas un

dzivnieku modelos (Niu et al. 2016, Song et al. 2016, Zhong et al. 2017). Analizgjot veselu
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metformina lietotaju WBC metiléSanas profilu tika noteikti devini CpG ar biitiski izmainitu
metiléSanas ltmeni, kuri iepriekSminétajos pétijumos nav atklati. Tas, visticamak, ir
skaidrojams ar to, ka s$tnu kultiiras un dzivnieku modelos iegiitie rezultati ir nepietickami
reprezentativi attieciba uz cilvéka organismu (Shanks et al. 2009). Cilvekos $adi pétijumi lidz
Sim nav veikti, kas apgriitina iegiito rezultatu interpretaciju un salidzinasanu ar literatiiru.

Geéni, kuru TSS asoci€ti ar misu rezultatos atklatajiem CpG, ir iesaistiti dazadas
organisma funkcijas. Kopuma visi Sie géni ir iedalami tris grupas, kas saskan ar lidz §im
aprakstitajiem iesp&jamajiem mérkiem metformina terapijai: metabolie procesi, energijas
homeostaze un svara regulacija, onkologija un neirodegenerativas slimibas (Abdelgadir et al.
2017).

Ka viens no interesantakajiem géniem, ar kuru asoci€ts butiski izmainits metiléSanas
limenis ir minams CAMKK1. Géns kodé kinazi, kas realizé §iina daudzus no Ca®" jonu
sekundarajiem efektiem. CAMKK1 spgj fosforilet AMPK, kas ir bitisks Stinas energijas
balansa sensors un plasi raksturots ka viens no metformina darbibas mehanismu centralajiem
elementiem (Pryor and Cabreiro 2015, Woods et al. 2005), lai gan ar zemaku efektivitati neka
plasak aprakstita CAMKK2, kas pieder tai pasai saimei (Anderson et al. 1998, Fujiwara et al.
2016). Pie tam ir aprakstita CAMKKI1 loma glikozes uznems$anas regulésana skeleta muskulos
slodzes apstaklos, neatkarigi no AMPK aktivacijas (Witczak et al. 2007), kas ir saskana ar
metformina glikozes limeni pazeminoSo efektu (Pryor and Cabreiro 2015).

Nemot véra, ka metformina terapija pazemina kermena masu, Iidzigi konteksta ar
metformina funkcijam var minét izmainas RPS21 géna rajona metilacijas limeni. Lidz $im
literattira ir minéta negativa §1géna ekspresijas korelacija ar KMI individos p&c kunga apiesanas
operacijas (Campbell et al. 2016).

Alternativi metformins tiek saistits ar audz&ju attistibas inhibiciju. EPHB1 ir
tirozinkinazes receptors, kas nodroSina divvirziena komunikaciju starp blakuseso$ajam Stinam.
Ta ekspresijas zudums olnicu serozas karcinomas $inas ir asoci€ts ar metastazu veidoSanos un
izdzivotibas samazinasanos pacientos (Wang et al. 2014). Savukart, POFUT2 géna produkts ir
enzims, kas katalizé fukoziléSanu. ST géna proteina atkariga fukozilacija ir nepiecieSsama $tnu
migracijas regulacija, tai skaita epiteliali-mezenhimalas tranzicijas ierobezo$ana embrionalas
attistibas laika (Du et al. 2010). Proteinu fukozilacijas regulacijas traucgjumi ar ir asociéti ar
véza attistibu (Baumann et al. 1979).

BACE2 géna produkts funkcioné ka membrana integréta aspartata proteaze, kura skel
amilioido priekste&proteinu, veidojot amiloido beta peptidu. Sis process ir bitisks Alcheimera
slimibas un Dauna sindroma etiologija (Barbiero et al. 2003, Tanzi and Bertram 2005). Papildus

amiloido proteinu uzkrasanas aizkunga dziedzera salinas ir viena no T2D patofiziologiskajam
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iezimém, kas ir saistita ar B-$tinu apoptozi (Butler et al. 2003). BACE2 géna inhibicija ir
asociéta ar -Stnu masas pieaugumu un tai sekojoSu uzlabotu glikozes homeostazi (Esterhazy
et al. 2011). Tomér informacija par BACE2 géna nozimi T2D patogengzg ir pretruniga.
Pieméram, T2D pacientiem ir konstatéta zemaka BACE2 ekspresija neka veseliem individiem
(Rechsteiner et al. 2014).

TMEM161A ir salidzino$i maz pétits, bet tiek uzskatits, ka tam ir batiska loma oksidativa
stresa novérsana. ST géna parekspresija samazina oksidantu ierosinatus DNS bojajumus un §iinu
apoptozi (Weizmann Institute of Science 2017), kam varétu bit netiesa saistiba ar metformina
nozimi pretnovecoSanas procesos (Martin-Montalvo et al. 2013).

Pargjo tris lokusu loma metformina terapijas konteksta ir neviennozimiga. Polimorfismi
ANK3 géna un paaugstinata ta ekspresija ir asoci€ta ar bipolaro slimibu, Sizofréniju (Ota et al.
2016, Wirgenes et al. 2014) un to kliniskaja pazimém — traucgjumiem kognitivajas funkcijas
un garastavokla regulacija (Roussos et al. 2011, Roussos et al. 2012). C150rf54 génu, kurs
pieder pie nekod&joso RNS saimes, un JA660620 lokusa funkcionala nozime lidz $im nav
raksturota.

Papildus Seit aprakstitajam funkcijam un darbibas mehanismiem, visticamak, Sie lokusi
un to produkti ir komponenti plasakam reakciju kaskadém. Bez papildus pétijumiem ir griiti
spriest, ka ar metforminu asoci€tas metiléSanas profilu izmainas varétu ietekmét to aktivitati un
kaskazu talakajos posmos esoSos elementus.

Protams, ir janem véra faktors, ka Saja petjjuma tiek analizéts metileSanas profils WBC,
kas var atSkirties no metformina ietekmes ta darbibas mérkaudos, pieméram, aknas, muskulos
un enterocitos. Tapat biitu jaizverte asociacija starp metileta CpG atraSanos vietu (promoteris
vai géna regions) un prognoz€jamo ietekmi uz géna ekspresijas Itmeni, kas var noteikt
funkcionalo ietekmi (Hellman and Chess 2007, Suzuki and Bird 2008, Zilberman et al. 2007).
Lidz ar to, adekvatai rezultatu interpretacijai biitu nepiecieSama integrativa analize ar RNS
ekspresijas datiem gan WBC, gan metformina mérkaudos.

Nav pilniba skaidrs, vai metforminam ir tieSa vai netieSa ietekme uz epigenétisko
regulaciju. Véza $iinas ir paradita tieSa saistiba ar metforminu un izmainam metiléSanas profila
caur H19/SAHH asi, kura rezultéjas ar DNMT B3 aktivitates palielinasanos (H19 — gara
nekodgjosa RNS, SAHH — S-adenozilhomocisteina hidrolaze) (Zhong et al. 2017). Netiesa
ietekme uz DNS metilaciju varétu tikt realiz€ta metformmam mijiedarbojoties ar zarnu
mikrobiomu. Zarnu mikrobioma parstavji sekreté vielas ar zemu molekularo masu (LMW),
kuras, iesp&jams, mijiedarbojas ar cilvéka organisma $iinam, modulgjot signalcelus un regul&jot
génu ekspresiju. Tadas LMW ka SCFA ietekmé epigenétiskas modifikacijas, hromatina
remodeléSanu un citas signalvielas, tadejadi regulgjot, pieméram, apoptozi, iekaisuma reakcijas

43



un §tinu diferenciaciju (Paul et al. 2015). Lidz ar to izmainas metilacijas profilos varétu but ka
atbildes reakcija uz izmainam mikrobioma kompozicija, ipasi nemot veéra faktu, ka metformina
paaugstina SCFA producétajbaktériju ipatsvaru (de la Cuesta-Zuluaga et al. 2016).

Misu pétijuma iegiitie dati sniedz informaciju par lidz Sim neraksturotam sakaribam,
kuras var€tu tikt izmantotas metformina terapijas planosanas algoritmu pilnveidoSanai un
efektivitates paredz€Sanai. Precizaka saistibas defin€Sana starp metformina ierosinatam
izmainam mikrobioma ar specifisku profilu un individa atbildes reakciju uz terapiju nodrosinatu
pamatu klmisko pétijumu planoSanai nakotné, lai izveidotu probiotikus un prebiotikus ar merki
uzlabot metformina panesamibu un vélama terapijas efekta sasniegSanu.

Talakai rezultatu papildinasanai un jauno izvirzito mérku sasniegSanai ir planots veikt
metagenoma analizi zarnu mikrobioma paraugiem, ka ar1 papildinat metileSanas datus ar RNS
ekspresijas limena izmainu noveértésanu. Tapat sekos kopuma iegiito rezultatu validacija T2D
pacientos, gan longitudinala jaundiagnostic€tu pacientu grupa, gan ari Skérseniska p&tijjuma
pacientiem ar vismaz 3 gadu slimibas un terapijas stazu. Rezultatu verifikacijai mérkaudos
planots izmantot pelu modelus. Visu augstakmingto faktoru integrétas analizes rezultats varétu
papildinat zinasanas par metformina darbibu molekulara Iimeni, ka ar1 veicinat neinvazivu

markieru attistibu kliniskaja prakse.
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SECINAJUMI

Metformina terapija rada visaptverosas izmainas cilvéka zarnu mikrobioma kompozicija
gints limenT.

Metformins jau 24 stundu laika perioda butiski samazina zarnu mikrobioma ieksgjo
daudzveidibu.

Ieks€jas daudzveidibas samazinasanas rezultata atbrivota niSa nodrosina iesp&ju savairoties
oportlinistiskajiem patogéniem, tadiem ka Escherichia-Shigella spp., kas var€tu bat viens
no metformina terapijas laika noveroto gastrointestinalo blaknu c€loniem.

Ar dazadiem veselibas trauc€jumiem asociétas dzimtas Peptostreptococcaceae ipatsvara
samazinajums metformina terapijas laika, domajams, ir viens no faktoriem, kas nodroSina
medikamenta pozitivos efektus.

Metformina lietoSanas asociacija ar izmainam DNS metiléSanas profila liecina par tieSu
ietekmi uz génu ekspresiju caur epigenétiskajiem mehanismiem.

Géni, kuriem metformina ietekmé izmainits metiléSanas limenis, ir saistiti ar lidz $im
aprakstitiem iesp&jamajiem metformina terapijas mérkiem: (1) ar energijas homeostazes

regulaciju saistitie metabolie procesi, (2) onkologija un (3) neirodegenerativas slimibas.
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Anketa par metformina nepanesamibu/noverotajam blakném

Anketa par metformina KODS:
nepanesamibu/noverotajam blaknem

1. Vai pétijuma laika izmainijat savu ierasto dietu?
0JA ONE
2. Vai vienmér lietojat metforminu éSanas laika/neilgi péc tas?
0 JA ONE
3. Vai novérojat blaknes metformina lietoSanas laika?
0JA INE
Ja atbildéjat JA, tad, liidzu, atbildiet uz talakajiem jautajumiem!
4. Kadas blaknes Jius novérojat metformina lietoSanas laika? (aizpildiet sekojoSo

tabulu, atzZim€jot noveérotas blaknes un noradiet tam atbilstoSo laiku)

Blaknes novéro$anas laiks: eSanas laika (E)/
Pétijjuma starp eédienreizem (S)

diena (1-7) | (papildus atzimgjiet ar ,,+”, ja blakne tika noverota

2-3 stundu laika péc metformina lietoSanas)

Blakne

O nelabums

O vajums

0 atraugas

00 meteorisms (védera piiSanas)

O vemS$ana

O Skidra védera izeja (2x diena)

0 caureja (>4x diena)

O svara zudums Cik liels?

O citi novérojumi

5. Vai noveroto blaknu del partraucat lietot metforminu atrak par noteikto laiku?
0 JA INE
Ja atbildgjat JA, tad kura péttjuma diena?

Cik ilgi pec metformina lietoSanas partrauksanas vél bija novérojamas blaknes?

Paldies par atbildeém!




2. pielikums

Izmantoto oligonukleotidu saraksts

Nukleotidu

Nosaukums Sekvence skaits
Probio_Uni-F 5’- [CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT] CCTACGGGRSGCAGCAG-3’ 40
Probio_Uni-R 5’- [CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT] ATTACCGCGGCTGCT-3’ 38

Probio_Uni-F-096 5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (TTAAGCGGTC) GATCCTACGGGRSGCAGCAG-3’ 60
Probio_Uni-F-095 5°- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CGGACAGATC) GATCCTACGGGRSGCAGCAG-3’ 60
Probio_Uni-F-094 5°- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (TCCGACAAGC) GATCCTACGGGRSGCAGCAG-3’ 60
Probio_Uni-F-092 5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CTAGGAACCGC) GATCCTACGGGRSGCAGCAG-3’ 61

Probio_Uni-F-091

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CGGAAGGATGC) GATCCTACGGGRSGCAGCAG-3’

61

Probio_Uni-F-090

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CTAACCACGGC) GATCCTACGGGRSGCAGCAG-3’

61

Probio_Uni-F-089

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (TCCTGAATCTC) GATCCTACGGGRSGCAGCAG-3’

61

Probio_Uni-F-088

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CCGAACACTTC) GATCCTACGGGRSGCAGCAG-3’

61

Probio_Uni-F-087

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (TTGGCTGGAC) GATCCTACGGGRSGCAGCAG-3’

60

Probio_Uni-F-086

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CTTGGTTATTC) GATCCTACGGGRSGCAGCAG-3’

61

Probio_Uni-R-096

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (TTAAGCGGTC) GATATTACCGCGGCTGCT-3’

58

Probio_Uni-R-095

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CGGACAGATC) GATATTACCGCGGCTGCT-3’

58

Probio_Uni-R-094

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (TCCGACAAGC) GATATTACCGCGGCTGCT-3’

58

Probio_Uni-R-092

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CTAGGAACCGC) GATATTACCGCGGCTGCT-3?

59

Probio_Uni-R-091

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CGGAAGGATGC) GATATTACCGCGGCTGCT-3?

59

Probio_Uni-R-090

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CTAACCACGGC) GATATTACCGCGGCTGCT-3’

59

Probio_Uni-R-089

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (TCCTGAATCTC) GATATTACCGCGGCTGCT-3’

59

Probio_Uni-R-088

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CCGAACACTTC) GATATTACCGCGGCTGCT-3?

59

Probio_Uni-R-087

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (TTGGCTGGAC) GATATTACCGCGGCTGCT-3’

58

Probio_Uni-R-086

5’- [CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC] TCAG (CTTGGTTATTC) GATATTACCGCGGCTGCT-3’

59

Adaptera sekvence — [ |; Identifikacijas sekvence — ()



3. pielikums

Diétas un fizisko aktivitasu registréSanas anketa un tas aizpildisanas kritériji

Datums,

Edienreize =Cikos? Edieni (porcijas lielums)

Dzérieni (tilpums)

Brokastis

Pusdienas

Vzkarinas

Uzkodas/dz&rieni
starp
Edienreizém

LGgzu, atziméjiet savu fiziskas aktivitates limeni:

Mazaktivs [] Viggjiaktivs [] Loti aktivs []

Ediena/dzériena porcijas lieluma/tilpuma noteik3ana

Glaze = 200ml

Mazaktivs

Vidgji aktivs

Loti aktivs

* Léna pastaiga

* Sédésana, pieméram, izmantojot
datoru, makskeréjot;

* Stavésana—"viegls” fiziskais darbs
(&8st gatavosana, trauku
mazgasana);

* Mazikas instrumentu spélésana.

le$ana — atri (=5-6 km/h);
Uzkopsana - (logu mazgasana,
putek|u stiksana, slaucisana;
mazgasana);

Z3les plausana, izmantojot
plaujmasinu;

Brauk$ana ar riteni (=16 - 20km/h);

Badmintona spélésana (kaizklaide).

Pargajiens;

Skriesana (=10km/h);
Raksana, sniega tirisana;
Smagumu nesana;

Brauksana ar riteni atri(=22- 25
km/h);

Basketbola vai futbola spélésana.




4-1.pielikums
P&tfjuma ieklausanas/izslégsanas kritériji

4.1.Dalibnieka ieklausanas kriteriji
a) Vesela persona, kurai (1) nav zinamu saslimSanu (skatit 4.2. d-j apakSpunktus)
pieteikSanas bridi, kas var€tu ietekmét pé&tjjuma rezultatus, (2) kermeni raksturojosi
parametri (piem., svars) atrodas visparpienemta diapazona, (3) garigais stavoklis lauj
personai saprast petjjumu un dot likumigu piekrisanu dalibai taja;(4) fiziskais stavoklis lauj
izpilditi p&tjjuma protokola prasibas.
b) Vecums: 18 — 64** gadi;
c) EiropieSu izcelsme***;
d) Gan sievietes, gan virieSi ar reprodukcijas potencialu atbilst protokola izvirzitajam
kontracepcijas prasibam (skatit apakSpunktu 4.3);
e) Pirms ar pétijumu saistitu procediiru uzsakSanas, ir sanemta dalibnieka piekriSana
dalibai pet1juma, iesniedzot parakstitu un datétu informéetas piekriSanas dokumentu.
4.2 Dalibnieka izsl€gSanas kriteriji
a) Personai ir alergija pret Metforal 850mg sastava esos$ajam vielam;
b) Tiek lietoti citi medikamenti, kas nav savietojami ar Metforal 850mg lietosanu (skatit
apakSpunktu 4.4);
C) Sievietei iestajusies grutnieciba**** vai ir ar kriiti barojams bérns;
d) Ir I. vai 2. tipa cukura diabéts, pankreatogéns cukura diabéts vai glikozes tolerances
trauc€jumi (noverté péc biokimiskajiem raditajiem asins paraugos: HbAlc);
e) Ir diagnosticéts policistisko olnicu sindroms;
f) Ir hroniskas zarnu trakta, onkologiskas vai autoimiinas slimibas;
g) Nieru mazspé€ja vai nieru darbibas traucéjumi (glomerularas filtracijas atrums neatbilst
normai péc Kokrofta-Golta metodes);
h) Ir aknu darbibas trauc&jumi (ALAT mé&rijumi neatbilst normai) vai alkoholisms;
i)  Akuti stavokli ar potencialu ietekmi uz nieru darbibu, pieméram,
a. dehidratacija,
b. smaga infekcija,
C. Soks.
J) Akduta vai hroniska slimiba, kas var izraisit audu hipoksiju, pieméram,
a. sirds vai elposanas mazspéja,
b. nesen parciests miokarda infarkts,
C. Soks.
K) P&dgjas ned¢las laika bijusi caureja;
I) Ieprieks ilgstosi lietots metformins;
m) P&dgjo divu ménesu laika lietoti sekojosi medikamenti:
a. antibiotikas,
b. probiotiki tablesu/kapsulu veida,
C. protonu stknu inhibitori (pieméram, omeprazols (Gasec Gastrocaps, Lomac),
lansoprazols, pantoprazols, u.c.),
d. Imiinsupresivi medikamenti (pieméram, metotreksats u.c.),
e. Kortikosteroidi (pieméram, kortizons, hidrokortizons, prednizolons, u.c.);



4-2.pielikums
P&tfjuma ieklausanas/izslégSanas kriteriji

n) Paraléli pétijjumam ir paredzeti izmekl&jumi, intravaskulari ievadot jodu saturoSas
kontrastvielas.

** Vecums 18 - 64 - zarnu mikrobioma pétijumos 64 gadi tiek pienemti par robezas vecumu, no kura sakot tiek
definéta senjoru grupa. Senjoriem, salidzinot ar gados jaunaku populaciju, ir noverotas atskiribas zarnu
mikrobioma kompozicija (Claesson et al. 2011, Zapata and Quagliarello 2015). Saja pétijuma tiks iesaistiti tie
cilvéki vecuma lidz 64 gadiem, kuriem nav noteikta kada no izslég$anas kritérijos mingétajam pazimém, citas
pazimes tiks ieklautas aprékinos kofaktoru forma.
*** Nemot vera Latvijas populacijas sastava Ipatnibas, lai nodrosinatu pietiekami apjomigu homogénu
paraugkopu, pétijuma tiks iesaistiti Eiropiesu izcelsmes dalibnieki.
**%* Petijuma dalibnieces ar reprodukcijas potencialu parakstot informétas piekriSanas formu papildus tiks liigtas
ar parakstu apliecinat griitniecibas neesamibu.

4.3.Kontracepcijas prasibas p&tfjuma dalibniekiem
Nemot vera, ka metformins raksturojams ka medikaments ar maz ticamu
teratogenitati/fetotoksicitati agrinaja griitnieciba, petijjuma iesaistitajiem virieSiem, kuriem ir
partneres ar reprodukcijas potencialu, nav noteiktas kontracepcijas prasibas.
Sievietém ar reprodukcijas potencialu ir jauzsak vai jaturpina lietot piemerota
kontracepcijas metode:
1. Kombingta (progestogénu un estrogénu saturosa) hormonala kontracepcija;
Progestogéna hormonala kontracepcija;
Intrauterina spirale;
Hormonus atbrivojosa intrauterina spirale;
Partneris, kuram veikta vazektomija;
Pilniga atturéSanas no dzimumdzives;
Barjeras metodes (virieSu vai sievieSu prezervativs ar vai bez spermicida).
Lidz Sim nav zinoti dati par metformina ierosinatu kontraceptivas efektivitates

No ok o

samazinasanas risku, lietojot hormononalas kontracepcijas metodes. Atbilstosa kontracepcijas
metode ir jaievero visu pétijuma periodu un jaturpina 3 dienas péc p&dejas metformina devas
lietoSanas, Iidz medikaments izvadijies no organisma. Papildus griitniecibas testu veikSana
pétijuma laika nav nepiecieSama.
4.4 Mijiedarbiba ar citam zalém un citi mijiedarbibas veidi

Balstoties uz Metforal 850mg zalu apraksta noradito informaciju, medikamenta
vienlaiciga lietoSana nav ieteicama:
- Alkohols. Aktita alkohola intoksikacija saistita ar palielinatu laktacidozes risku, 1pasi:
e badoSanas vai nepietickamas uztura uznemsanas,
e aknu mazspé&jas gadijuma.
Jaizvairas no alkohola vai etilspirtu saturoSu zalu lietoSanas.
- Jodu saturoSas kontrastvielas. Intravaskulara jodu saturoSu kontrastvielu ievadiSana var
izraisit nieru mazsp€ju, kas rada metformina uzkrasanos un palielinatu laktacidozes risku.
Metformina lietoSana japartrauc pirms izmekl&juma vai ta laika un to drikst atsakt ne atrak ka
péc 48 stundam un tikai p&c atkartotas nieru darbibas novértésanas, konstatgjot, ka ta ir normala.



4-3.pielikums
P&tfjuma ieklausanas/izslégsanas kritériji

Kombingta lietosana, kad jaievero piesardziba:
- Zales ar ieksgju hiperglikemizgjosu darbibu (piem&ram, glikokortiko1di (sist€miski un vietgji
lietoti) un simpatomimetiskie Iidzekli). Var but nepiecieSama biezaka glikozes Iimena kontrole
asinTs, 1pasi arst€Sanas sakuma. NepiecieSamibas gadijuma terapijas laika ar attiecigajam zalém
un péc to lietoSanas partrauksanas japielago metformina deva.
- Diurgtiskie Iidzekli, 1pasi cilpas diurétiskie lidzekli iesp&jamas nieru darbibas pavajinasanas
del var palielinat laktacidozes risku.
- AKE inhibitori var pazeminat glikozes Iimeni asinis. NepiecieSamibas gadijuma pretdiab&ta
zalu deva japielago terapijas laika ar citam zalém un péc to lietoSanas partraukSanas.
- Organisko katjonu transportmolekulu-2 (OCT?2) transportétas zales, pieméram, ranolazins un
cimetidins.
4.5.Slimibas/stavokli, kuru dé] nevar lietot metforminu jeb kontrindikacijas

Metforal 850mg zalu apraksta minétas kontrindikacijas:

1. Paaugstinata jutiba pret aktivo vielu vai jebkuru no metformina sastava esoSajam
paligvielam (Hipromeloze, Povidons K 25, Magnija stearats (Ph. Eur.), Hipromeloze,
Makrogols 6000, Titana dioksids (E 171)).

2. Diabegtiska ketoacidoze, diabétiska prekoma.

Nieru mazsp€ja vai nieru darbibas traucg€jumi (kreatinina klirenss < 60 ml/min).
4. Akuti stavokli ar potencialu ietekmi uz nieru darbibu, pieméram,
a. dehidratacija,
b. smaga infekcija,
C. Soks.
5. Intravaskulara jodu saturosu kontrastvielu ievadiSana.
6. Akiita vai hroniska slimiba, kas var izraisit audu hipoksiju, pieméram,
a. sirds vai elpoSanas mazspéja,
b. nesen parciests miokarda infarkts,
C. Soks.
7. Aknu mazspé€ja, akiita saindéSanas ar alkoholu, alkoholisms.

w



5.pielikums

Bioinformatiskas darba pliismas optimizacijas raksturojums

Parametrs mothur Miseq SOP darba

plisma

Parametrs pétijumam specifiskaja

optimizétaja darba pliisma

SCreen.seqgs

Screen.seqs

e maxlength=275 e milenght=75
e maxhomop=8

align.seqgs align.seqgs

o flip=F o flip=T
classify.seqs classify.seqs

e cutoff=80 e cutoff=60

e iters=100 e iters=1000
dist.seqs dist.seqs

e cutoff=0.03 e cutoff=0.05
cluster cluster

e cutoff=0.03 e cutoff=0.01
classify.otu classify.otu

e label=0.03 e label=0.01




6.pielikums.

Galvenas statistiski butiskas izmainas CpG metilacijas Iimenos

TSS tuvakais

P — vertiba [FDR]

Zondes ID aEns MOvs.M10h  M10hvs. M7d MO vs. M7d
913316587 EPHB1 7.92E-08[0.03]  0.0067 [0.76]  0.00015 [0.42]
cg24752836  JAG60620 1['3%%2%7 1.63E-05[0.39]  0.13 [0.88]
POEUT?2 4.17E-07 5.62692E-07
cg03515060 0.0 0.56 [0.98] 0261
£g22708897 C150rf54 5['5%%37 0.00033[0.67]  0.031[0.78]
cg11385013  TMEMI6IA 6['5%%37 389E-05[0.54]  0.21[0.91]
0904931063 BACE2 6['810%;7 0.00025[0.67]  0.051 [0.81]
cg18394557 CAMKK1 7['5%51'80]7 0.31[0.96]  4.18E-06 [0.28]
cg04146405 RPS21 9A9E-07  349r 07[0.16]  0.40 [0.95]
[0.049]
cg16915506 ANK3 9.51E-07 0.0010[0.68]  0.017 [0.73]

[0.049]



7. pielikums

Dokumentara lapa

Magistra darbs “Ar metformina lietoSanu asoci€tas izmainas cilvéka zarnu mikrobioma
sastava un DNS metileésanas profilos” tika izstradats Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju

centra.

Ar savu parakstu apliecinu, ka petijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.

Autors: llze Elbere 05.06.2017.

Rekomendg€ju darbu aizstavésanai

Vaditajs: Dr. biol. Janis Klovins 05.06.2017.

Recenzents: Dr. med. Girts Skenders

Darbs iesniegts Biologijas fakultate 06.06.2015.

Lietvede: Diana Marcinkévica

Darbs aizstavéts magistra gala parbaudijuma komisijas séde

13.06.2017. prot. Nr. , Vertg§jums

Komisijas sekretars:




