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Kopsavilkums

Metformins ir viens no visplasak izmantotajiem medikamentiem 2.tipa cukura diab&ta
(T2D) arstesana. Papildus glikozes izdales samazinaSanai aknas un glikozes uzpemsSanas
palielinasanai muskulos, arvien vairak pieradijumu liecina, ka zarnu mikrobioms ir metformina
galvena darbibas vieta. Jaunakie pétjjumi liecina, ka metformins bitiski maina zarnu
mikrobiomu T2D pacientiem. Sekretorajam IgA ir svariga loma zarnu, elpcelu un urogenitalas
glotadas epitélija aizsardziba un homeostatiska regulésana, ka arT mijiedarbiba ar mikrobiomu.
Metformina terapijas laika tika ievakti féCu paraugi no 19 jaundiagnostic€tiem T2D pacientiem
(tr1is laika punktos) un astonam veselam kontrolem (divos laika punktos), kurus raksturoja,
izmantojot visa metagenoma sekvenésanu. legttie rezultati liecina, ka metformina lietoSana péc
tris méneSa metformina terapijas T2D pacientiem noverojams Roseburia, Alistipes un
Rikenellaceae lielaks baktériju patsvars (Presort paraugos) un Proteobacteria sIgA+ frakcijas.
Veseliem individiem ir noveérojams Enterobacterales, Proteobacteria un Gammaproteobacteria

lielaks bakteriju 1patsvars IgA+ frakcijas.

Darbs tika izstradats no 09.2021 Iidz 30.05.2022 Latvijas Biomedicinas pétfjumu un
studiju centra.

Atslegas vardi: metformins, zarnu mikrobioms, cukura diabgts, sekretorais IgA.



Abstract

Metformin is one of the most commonly used drugs for the treatment of type 2 diabetes.
In addition to reducing hepatic glucose output and increasing muscle glucose uptake, there is
increasing evidence that the intestinal microbiome is the major site of action of metformin.
Recent studies suggest that metformin significantly alters intestinal microbiome in patients with
T2D and scientists have identified the gut as a potential target of metformin. The secretory
immunoglobulin A (sIgA) plays an important role in the protection and homeostatic regulation of
the intestinal, respiratory, and urogenital mucosal epithelium. During metformin therapy, fecal
samples were collected from 19 newly diagnosed T2D patients (three time points) and eight
healthy controls (two time points), which were characterized using whole metagenoma
sequencing. Metformin administration in the T2D cohort induced an increase in abundance of
Roseburia, Alistipes and Rikenellaceae (Presort samples) and increase of Proteobacteria in
slgA+ fraction. In healthy controls, we observed an increase in abundance of Enterobacterales,

Proteobacteria, Gammaproteobacteria in IgA+ fraction.

The work was developed at Latvian Biomedical Research and Study Centre from 09.2021
to 30.05.2022

Keywords: metformin, gut microbiome, diabetes mellitus, secretory IgA



Lietotie saisinajumi
ASV - amplikonu sekvencu variants
DM - cukura diabéts
DNS - dezoksiribonukleinskabe
GDM - gestacijas diabgts
HbA Ic - glik&tais hemoglobins
IgA - imiinglobulins A
IgD - imiinglobulins D
IgE - imiinglobulins E
IgG - imiinglobulins G
IgM - imunglobulins M
MO - mikrobioma paraugi pirms metformina lietoSanas
M3m - mikrobioma paraugi péc 3 méneSu metforminu lietoSanas
M7 - mikrobioma paraugi pec 7 dienu metforminu lietoSanas
NK - negativa kontrole
PBS - fosfatu buferskidums
PCR - polimerazes kédes reakcija
PERMANOVA - permutaciju analize
plg - poliméru poliméru imiinglobulina receptors
plgR - polimé&ru imtnglobulina receptors
Presort - nesortéti paraugi
RT - istabas temperatiira
SC - sekrécijas komponents
sIgA - sekretora imunglobulins A
T1D - 1.tipa cukura diabéts
T2D - 2.tipa cukura diabéts
UV - ultraviol@tais starojums

VIGDB - Valsts iedzivotaju genoma datu baze



Ievads

Cukura diabets (latiniski diabetes mellitus, tarpmak DM) ir hroniska vielmainas slimiba,
kurai ir raksturigs paaugstinats glikozes Iimenis asinis, kas laika gaita rada nopietnas
komplikacijas, pieméram, sirds un asinsvadu, acu un nervu bojajumus (pé&c World Health
Organization, 2022). Zinatnieki uzskata, ka diab&ta attistibai ir vairaki c€loni, kas savukart var
but vielmainas un hormonala Iidzsvara traucgjumi (Reed et al. 2021). Pasaules Veselibas
Organizacija zino, ka 2021.gada aptuveni 422 miljonu cilvékiem ir diagnostic&ts cukura diabéts.
(pec World Health Organization 2022).

Zarnu mikrobioms tiek uzskatits par vienu no svarigakajiem elementiem, kas veicina
saimniekorganisma veselibas regulésanu. Miisdienas izmainas zarnu mikrobioma ir saistitas ar
dazadam slimibam, tostarp, aptaukosanos, otra tipa cukura diab&tu un zarnu traktu slimibam
(Willem M et al. 2022). Viens no visplaSak izmantotajiem medikamentiem T2D (otra tipa cukura
diabéts) arsteSana ir metformins (Sanchez-Rangel, 2017). Papildus glikozes izdales
samazinasanai aknas un glikozes uznemsanas palielinasanai muskulos, arvien vairak pieradijumu
liecina, ka zarnu mikrobioms ir metformina galvena darbibas vieta (Wu et al. 2017). Jaunakie
petijumi ir paradijusi, ka metformina terapija var bt saistita ar sIgA Iimena izmainam zarnas,
tadgjadi noradot uz iesp&€jamu jaunu darbibas mehanismu novérotajam mikrobioma izmainam un
mikrobiomu mediétajiem terapeitiskajiem efektiem. Sekretorajam imtinglobulinam A (sIgA) ir
svariga loma zarnu mikrobioma sastava veidosana un regulacija (Wells et al. 2015). IgA ir pirma
aizsardzibas linija rezistencei pret infekcijam, inhib&jot baktériju un virusu adh&ziju pie epitélija
Stinam un neitraliz€jot bakteriju toksinus un virusus gan arpussiinu, gan intracelulari (Pabst et al
2020). Lidz Sim ir maz pétita sekretora IgA un zarnu mikrobioma mijiedarbiba antidiabé&tiskas

terapijas konteksta.

Darba mérkis: Novértét metformina terapijas ietekmi uz zarnu mikrobiomu un sIgA+ bakteriju

frakciju jaundiagnostic€tiem 2. tipa cukura diab&ta pacientiem un veseliem individiem.

Merka sasniegSanai tika izvirziti sekojosi darba uzdevumi:
1) Raksturot pétijuma dalibnieku zarnu mikrobioma daudzveidibu un sastavu;
2) Salidzinat visparigo zarnu mikrobioma sastavu un sIgA+ bakteriju frakcijas kompoziciju

dazados metformina terapijas laika punktos;



3) Novertet visparigas un ar slgA+ frakciju specifiskas zarnu mikrobioma izmainas

metformina lietoSanas ietekme.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Cilveka zarnu mikrobioms

1.1.1. Cilveka mikrobioms

Cilveka organisma ir sastopama mikroorganismu kopiena, kas biitiski ietekmé cilvéka
veselibas stavokli (Ogunrinola et al. 2020). Visa pasaulé ir uzsakti mikrobiomu projekti, kuru
mérkis ir izprast mikrobioma lomu un to ietekmi uz cilvéku veselibu. Pirms vairak neka desmit
gadiem par mikrobiomu bija zinams salidzinosi maz (Davenport et al. 2017). ZinaSanas par
cilvéka mikrobiomu ievérojami pieauga, kad Nacionala Veselibas dienesta (National Institute of
Health) fonds 2007. gada izveidoja cilvéka mikrobioma pétniecibas projektu (Human
Microbiome Project) specifisku slimibu un populaciju pétijumiem (Turnbaugh et al. 2007).
Cilvéka mikrobioms ir butisks cilvéka attistibai, imunitatei un metabolismam (Mohajeri et al.
2018). Mikrobioms ir visu mikroorganismu kopums - bakterijas, sénites, protozoji un virusi, ka
ari to genctiskais materials, kas mit uz cilvéka kermena un ta iekSiené konkréta lokalizacija,
pieméram, uz adas, mutes dobuma, elposanas trakta, gastrointestinalaja trakta, urincelos un
dzimumcelos (Rogers et al. 2022). Katram individam ir citadaks mikrobioms, tadgjadi veidojot
savu unikalo mikrobialo “pirkstu nospiedumu” (Franzosa et al. 2015). Musu kermeni esoSo
mikroorganismu skaits ir gandriz tads pats vai pat lielaks, salidzinot ar miisu §tinu skaitu (Zhu et
al. 2010). Bakterijas regulé imiinsisttmu un raZo vitaminus, tostarp B grupas vitaminus B12,
tiamtnu un riboflavinu, ka arT K vitaminu, kas nepiecieSams asins koagulacijai, ka arT pilda
aizsargfunkciju pret citam bakterijam, kuras izraisa slimibas (Center for ecogenetics &

Environmental, 2014).

1.1.2. Zarnu mikrobioma raksturojums

Pédejo desmit gadu laika cilvéka zarnu mikrobioms ir plasi pétits, jo arvien vairak
zinatnieki uzskata, ka cilvéka veseliba, iznemot miisu pasu genomu, liela méra ir atkariga no
mikroorganismiem, kas mit miisu organisma vai uz ta (Jandhyala et al. 2015). Zarnu mikrobioma

sastava ir dazadi mikroorganismi - bakterijas, virusi, mikroskopiskas sénes un arhaji (De Vos et



al. 2022). Zarnu mikrobioms ir mikroorganismu daudzveidibas zina bagatakais un blivakais uz
tilpuma vienibu (Dekaboruah et al. 2020). DomingjoSie baktériju tipi cilvéka zarnas ir
Firmicutes, Bacteroides, Actinobacteria un Proteobacteria (Eckburg et al. 2005). Tacu dazadas
gremoSanas trakta dalas atSkiras mikrobiala kompozicija. Kupgi ir vismazaka ieksgja
mikroorganismu daudzveidiba (10"3 - 10”4 bakterijas), vislielakais bakteriju Stnu skaits ir
resnaja zarna (10711 - 10012 uz gramu zarnu satura), no kuram lielaka dala ir anaerobas.
Baktériju skaits un iek$€ja daudzveidiba mainas atkariba no fizikaliem un Kkimiskajiem
apstakliem. Mikroorganismu skaits viena cilvéka zarnu trakta var bt pat 100 triljonu $tinu, kas
sver aptuveni 2-3 kilogramus. Mikrobioma sastava ir apméram 100 reizes vairak génu neka
cilvéka genoma, tapéc to pat médz devet par “otro genomu’ (Dekaboruah et al. 2020). Zarnu
mikrobioms kodeé vairak neka tris miljonus génu, kas razo tukstoSiem metabolitu, savukart
cilvéka genoms sastav no aptuveni 23 000 g€niem (Zhu et al. 2010).

Jaunakie liela meéroga metagenoma pétijumi ir sniegusi ieskatu ta struktiira un
funkcionalaja potenciala. Zinatnieki ir pieradijusi, ka veseligs zarnu mikrobioms liela méra ir
atbildigs par cilvéka vispargjo veselibu (Jandhyala et al. 2015). Zarnu mikrobioms veic daudz
nozimigu funkciju - piedalas gremosanas procesu regulacija, nodrosina aizsardzibu pret dazadam
patogénam bakterijam, regulé iminas sistémas darbibu, novér§ dazadu slimibu patogenézi,
producé organismam vajadzigus vitaminus, pieméram, K un B12, aminoskabes, 1so k&zu
taukskabes (Center for ecogenetics & Environmental, 2014). Zarnu bakterijas ir galvenie
gremoSanas regulatori visa kunga-zarnu trakta. Komensalajam bakterijam ir svariga loma
vairaku uzturvielu un metabolitu, tostarp zultsskabju, lipidu, aminoskabju, vitaminu un 1so k&zu
taukskabju, ekstrakcija, sint€z€ un uzsuksana. V&l viena nozimiga zarnu mikrobioma funkcija -
tiek inducéts insulinam lidziga augSanas faktora 1 (/GF-1) hormons, ka rezultata tiek iesaistits
zarnu mikrobioms kaulu veidosanas un skeleta augSanas un attistibas procesos (Yan et al. 2016).

Zarnu mikrobioma kompoziciju un funkcijas ietekm& dazadi faktori - dzimsanas veids,
genctika, vecums, dzimums, di€ta, smék&Sana, stress, fiziskas aktivitates, medikamenti,
antibiotiku lietoSana un geografiska atraSanas vieta (Su et al. 2021). Izjaukts zarnu mikrobioma
lidzsvars jeb disbakterioze ir saistita ar tadam slimibam ka aptaukoSanos, cukura diabg&tu,
iekaisigo zarnu slimibu, taukaino hepatozi, alcheimera slimibu, autoimiinajam un metabolajam

saslimSanam (Martinez et al. 2021).
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1.1.3. Zarnu mikrobioma paraugu ievaksana

Fecu ievaksana ir neinvaziva metode, kura tiek viegli veikta majas apstaklos bez jebkadas
citu personu iesaistes. Zarnu mikrobioma analizei ir nepiecieSams ievakt atbilstoSus paraugus -
fecu paraugus vai zarnu biopsijas. Paraugus ir iesp&jams ievakt dazados veidos, piem&ram, ar
uztriep€ém un noskalojumiem (Vogtmann et al. 2017). Fécu paraugu ievieto sterila strobrina vai
traucina, kas tiek iegiits no tris dazadam vietam. Paraugus Iidz nodoSanai uzglaba vésa vieta.
Petijumiem ir derigi tikai svaigi fécu paraugi, [idz ar ko individiem ltidz 12-24 stundu laika tos
nogadat laboratorija. Nododot paraugus, tiek liigts ievérot prasibas. Cetras dienas pirms paraugu
nodoSanas neveikt izmainas ikdienas uztura, ka arT nelietot medikamentus, kuri var saturét dzelzi

un caurejas Iidzeklus (Jones et al. 2021).

1.2. Cukura diabéts

Cukura diabéts ir multifaktoriala, hroniska slimiba, ko izraisa sarezgita genétisko un
vides faktoru mijiedarbiba (Sapra et al. 2021). DM (Diabetes mellitus) rodas, ja aizkunga
dziedzeris neproducé pietickami daudz insulina vai arT organisms nespgj efektivi izmantot
insulinu, ko tas producg (Cole & Florez, 2020). Ar uzturu uznemtie oglhidrati organisma tiek
parveidoti par glikozi, ko $tinas izmanto energijas iegiSanai. Aizkunga dziedzeris raZzo hormonu
insulinu, kas palidz glikozei ieklit kermena Stnas. Ja insulina nav, glikoze paliek asinis un tas
izraisa cukura Iimena paaugstinasanos (American Diabetes Association, 2009).

Lai samazinatu komplikaciju attistibas risku, svariga ir cukura diab&ta agrina diagnostika
un arsteéSanas uzsakSana. DM gadijuma ir nepiecieSama regulara arsta uzraudziba (Sapra et al.
2021). Cukura limeni asinis var izteikt §adas mérvienibas — mg% (miligrami procentos), mg/dl
(miligrami uz decilitru), mmol/L (milimoli uz litru) (Rushakoff et al. 2019). Latvija visbiezak
cukura Itmeni izsaka milimolos uz litru. Veseliem individiem cukura Itmenis asints tuksa dasa ir
no 3,3 lidz 6,1 mmol/l, savukart p&c partikas uznemsSanas cukura limenis asinis var
paaugstinaties 1idz 7,8 mmol/l. DM cukura Iimenis asinis tuksa dusa parsniedz 7 mmol/l (Bansal
et al. 2020). Ja cukura Itmenis asinis ir zemaks par normas robezam, tas ir pazeminats jeb

hipoglikémija (Mathew et al. 2022).
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1.2.1. Pirma tipa cukura diabgts

Pirma tipa cukura diabéts (T1D) lielakoties attistas agrina vecuma. T1D parasti attistas
jauniem cilvékiem, kam organisms neizstrada insulinu, bojatu aizkunga dziedzeru beta Stnu dg]
(Primavera et al. 2020). ST iemesla d&] organisms nespgj pilnvértigi izmantot glikozi. Nieres sak
izvadit lieko glikozi caur urinizvadkanaliem. Kad organisms nonak lidz stadijai, ka nespgj vairak
izmantot glikozi, lai sarazotu tam energiju, no muskuliem tiek izmantoti uzkratie tauki un
olbaltumvielas (Paschou et al. 2018). Organisma parslodzes d€] veidojas ketonvielas jeb acetons.
Ketonvielam nonakot asinis, cilvékam rodas dazadas komplikacijas, piem&ram, sirds un
asinsvadu slimibas, nieru mazspg€ja, Ciillas uz kajam un pat aklums. Savukart uzkrajoties
ketonvielam asinis, veidojas ketoacidoze. Slikta diiSa, vemsSana, sapes védera, atra un apgritinata
elpoSana, paatrinata sirdsdarbiba, samanas trauc€jumi, svara zudums un nogurums liecina par
ketoacidozi (Centers for Disease Control and Prevention, 2021). T1D simptomi ir bieza
uriné$ana jeb politrija, kura procesa laika organisms izskalo lieko glikozes daudzumu, slapes,
svara zudums un ilglaicigs nogurums (Lucier et al. 2022). ArsteéSanas pamata ir regularas
ikdienas insulina injekcijas, veseligs un sabalanséts uzturs, ka ar1 fiziskas aktivitates (peéc World
Health Organisation, 2022).

T1D tiek uzskatits par autoimiinu slimibu, kura veidojas autoantvielas, kura autoagresivas
T Sunas iefiltréjas aizkunga dziedzera Langerhansa salina un rada beta $inam bojajumus (Lucier
et al. 2022). Aizkunga dziedzera bojajuma dél organisma pazid sp&ja izstradat tam nepiecieSamo

insulinu (Paschou et al. 2018).

1.2.2. Otra tipa cukura diabéts

Otrais tipa cukura diab&ts (T2D) ir hroniska slimiba, kas ir izplatita iev@rojami biezak
(Reed et al. 2021). T2D veido aptuveni 90% no visiem diab&tu veidiem. Parasti tas attistas
cilvékiem péc 40 gadu vecuma, kuriem ir konstatéts liekais svars. Tacu ir varbiitiba saslimt ar1
jauniem cilvékiem, kuriem ir novérojuma aptaukosanas (Goyal et al. 2021). Ja sakuma stadija ir
asimptomatiska vai simptomi ir viegli un tie netiek nemti vera laicigi, slimibu var tikt
diagnostic€ta noveloti. T2D ilgstosi var biit asimptomatisks, ta rezultata slimiba var biit sajaukta
ar citu slimibu (Gupta et al. 2013). Liekais svars un mazkustigs dzivesveids ir biitiskakie faktori,

kas veicina T2D sakSanos. Faktori, kas ari biitiski ietekm& T2D - vecums, apkartgja vide,
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sméekesana, hipertensija un augsts trigliceridu Iimenis (Fletcher et al. 2002). Simptomi ir lidzigi
ka T1D gadijuma, bet biezi vien mazak izteikti, tapec var gadities, ka diagnoze tiek noteikta
vairakus gadus péc saslimSanas, kad jau radusas komplikacijas. ArstéSanas pamata ir sabalanséts
un atbilstoSs uzturs, aktivs dzivesveids, glikozes Itmena regulara kontrole un atbilstoso
medikamentu lietoSama (Galicia-Garcia et al. 2020).

Taukaudi ir endokrinais organs, kas var izdalit vairakus hormonus un citokinus, proti,
TNF-a, IL-6, rezistinu, kas spgj izraisit hronisku iekaisuma stavokli un insulina rezistenci. T2D
cilvékiem ar aptaukosanos biezak tiek noveérots zems adiponektina limenis un leptina rezistences
stavoklis. Leptins ir biitisks hormons, kuram piemit oreksigénu aktivitate, kas palidz regulét
energijas bilanci, kavéjot izsalkumu (Goyal et al. 2021). Adiponektins ir adipocitu sintez&ts
peptids, kam piemit pretickaisuma un antiaterogéna iedarbiba. ST vielmainas disfunkcija izraisa
insulina rezistenci, kas galvenokart ietekmé taukaudus, muskulus un aknu audus. Sada situacija
insulinam nav antilipolitiskas iedarbibas, Iidz ar to cirkulacija palielinas brivo taukskabju
razoSana un sekrécija, kas art ir atbildigs par insulina rezistences stavokli. Paaugstinata brivo
taukskabju koncentracija plazma ir saistita ar palielinatu aknu razoSanu un glikozes sekréciju.
Turklat palielinas arT holesterina un trigliceridu koncentracija, kas negativi ietekmé sirds un

asinsvadu sistemu (Galicia-Garcia et al. 2020).

1.2.3. Gestacijas cukura diabéets

Gestacijas cukura diabéts jeb griitnieCu cukura diabéts (GDM) ir oglhidratu vielmainas
slimiba, kas rada paaugstinatu cukura Iimeni asinis un ko pirmo reizi atklaj griitniecibas laika.
GDM var Kklasificeét ka A1IGDM un A2GDM. Gestacijas cukura diabéts, kas tiek arstéts bez
medikamentiem ir ar di€tu kontrol€ts gestacijas diab&ts jeb A1GDM. Gestacijas diabéts, kas tiek
arstets ar medikamentiem, lai panaktu normalu pienemamu glikémijas kontroli ir A2GDM
(Quintanilla Rodriguez et al. 2022). Griitniecu cukura diabéts ir 1pass cukura diab&ta veids, kas
neatbilst ne T1D, ne T2D, ne citiem cukura diab&ta tipiem, un visbiezak pariet péc beérna
nakSanas pasauleé (Lende et al. 2020). Ja netiek arstéts, tas izraisa nopietnas komplikacijas gan
matei, gan auglim. Kaut arT parasti sievietei pé€c beérna piedzimSanas glikozes limenis
normalizgjas, tomer matei un bernam pastav paaugstinats risks saslimt ar T2D turpmakas dzives
laika (Cleary et al.2021). Gestacijas cukura diab&ta komplikaciju pamata ir fakts, ka mates

glikoze spgj Skersot placentu, bet insulins - n€ (Quintanilla Rodriguez et al. 2022). Lai izmantotu

13



no mates sanemto glikozi, auglis jau agrini izdala lielu daudzumu insulina, bet insulins veicina
taukaudu veidoSanos, radot raksturigo augla izméru palielinasanos jeb makrosomiju (Plows et al.

2018).

1.3. Metformins

Metformins ir pirmas izvéles medikaments T2D arstéSana Tas ne tikai samazina glikozes
Itmeni asinis, bet arT spg&j samazinat sirds un asinsvadu saslim$anas diab&ta slimniekiem, ka art
mazina véza risku (Ruisheng et al. 2016). Ta atklasana aizsakas ar galeginam lidzigo vielu
sintézi, kas tika iegiita no Gallega officinalis — auga, kur§ Eiropa tika izmantots ka zales diabéta
arst€Sanai gadsimtu garuma (Aroda et al. 2015). Guanidins ir Gallega officinalis aktiva
sastavdala, savienojums, ko izmanto biguanidu sintez&Sanai. Tika apskatiti tris galvenie
biguanidu veidi, kuri tika ieviesti diab&ta terapija 1950. gadu beigas. Zalu efektivitate tika
parbaudita un apstiprinata monoterapija, ka ar1 kombinacija ar citam glikozes limeni
pazemino$am zalém T2D arstéSanai. Metforminam ir augstaks droSibas profils un pacienti labi
panes medikamentu. Pargjie divi biguanidi, fenformins un buformins, tika izgpemti no tirgus
1970. gadu sakuma, jo pastav§ja laktacidozes risks un palielinata ar sirds komplikacijam saistita
mirstiba. Laktatacidozes sastopamiba, lietojot metforminu terapeitiskas devas, ir reta (mazak
neka tris gadijumi uz 100 000 pacientiem) un nav lielaka neka metformina terapijas nelietoSanas
gadijuma (Bailey et al. 2017). Galvenas metformina prieksrocibas ietver specifisku aknu
glikozes izdaliSanas samazinasanos ar sekojoSu periféras insulina jutibas uzlaboSanos un
ievérojamu kardiovaskularo drosibu, bet nepalielinot salinu insulina sekréciju, neizraisot svara
pieaugumu vai neradot hipoglikémijas risku. Vel viena $1 medikamenta priekSrociba ir zemas
izmaksas (Lv & Guo et al. 2020). Pamatojoties uz metformina svarigajam ipaSibam, joprojam
pastav liela interese par So savienojumu pat tagad, daudzus gadus peéc ta ieklauSanas
farmakologija (Nasri et al. 2014). Aptuveni 5% cilvéku nepanes metforminu pat mazas devas un
§1 iemesla d€] patrauc terapiju. Simptomus var mazinat, pakapeniski titrjot vai samazinot devu.
Sis blakusparadibas var bt saistitas ar zalu uzkrasanos tievas zarnas enterocitos (Irons et al.
2014).

Metforminam piemit glikozes Iimeni pazeminosa iedarbiba. Tas ietekm€ insulina
rezistenci ar insulina atkarigam un insulina neatkarigam reakcijam, kas aknas samazina glikozes

Itmeni, ka arT uzlabo perifero glikozes patérinu (Ruisheng et al. 2016). Ziditajiem metformina
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biopieejamiba sasniedz 50% un visvairak uzsiicas tievaja zarna, kas péc tam noklist aknas un
tiek izflitréts caur nierém (Schnee et al. 1996). Metformins netiek metaboliz&ts un lidz ar to ta
struktlira nemainas no uzpemsanas lidz izvadiSanas bridim. AtlikuSie metformina 50%, kuri
netika absorbéti, uzkrajas tievas zarnas distalas dalas zarnu glotada, kura koncentracijas var biit
no 30 lidz 300 reizes lielakas neka plazma, kas beigas no organisma tiek izvadits ar féce€m.
Tomér cilvékiem metformina iedarbiba uz zarnam joprojam nav pietickami skaidra, lai gan
eksperimentos ar dzivniekiem ir ierosinati vairaki priekslikumi, tostarp aizkavéta glikozes
uzsitikSanas zarnas, enterocitu pastiprinata laktata razoSana, palielinata kunga-zarnu trakta
hormonu vai glikagonu saturoSu peptidu sekrécija. (McCreight et al. 2016). Metformins maina
zarnu mikrobioma taksanomisko sastavu, pastiprinot dazadu bakt€riju augSanu, piemé&ram,

E.coli, Akkermansia municiniphila, vai Lactobacillus (Rodriguez et al. 2018).

1.4. Imanglobulini

Imiinglobulini jeb antivielas ir $kistoSu olbaltumvielu molekulas, ko sintez€ B limfocitu
rindas Stinas. Imiinglobulini sastopami uz §tinu virsmas un organisma Skidrumos ka receptori, kas
izraisa specifisko humoralo iminreaktivitati (Angel et al. 2022). Sie glikoproteini sastav no
vienas vai vairakam vienibam, no kuram katrs imiinglobulins satur Cetras polipeptidu kédes,
divas identiskas smagas k&des (H-k&de) un divas identiskas vieglas kédes (L-k&de). Katra L k&de
sastav no viena mainiga doména VL un viena konstanta doména CL. K&des H sastav no mainiga
doména VH un tris nemainigiem doméniem CH1, CH2 un CH3. Katra smagaja k&dg ir aptuveni
divreiz vairak aminoskabju un molekulmasu (~ 50 000) neka katrai vieglajai kedei (~ 25 000), ka
rezultata kop€ja iminglobulina monoméra molekulmasa ir aptuveni 150 000 (Schoeder et al.
2010). Iminglobulinus var iedalit piecas kategorijas, proti, imiinglobulins G (IgG),
imiinglobulinu (IgA), imiinglobulina M (IgM), imtinglobulinu D (IgD) un imtinglobulinu E (IgE)
(Angel et al. 2022). Parasti infekciju gadijuma seruma paaugstinas visu imiinglobulina klasu
koncentracija (Gonzalez-Quintela et al. 2008). Katra klase reprezent€ antivielu grupu un katrai ir
mazliet atSkiriga loma. Iminglobulini sava starpa atSkiras péc molekula atrodamas smagas
k&des. IgG molekulam ir smagas kédes, kas pazistamas ka gamma k&des, savukart IgM ir
mu-kédes, IgA ir alfa kédes, IgE ir epsilon-kédes un IgD ir delta k&des (Angel et al. 2022).
Polipeptidu k&zu aminoterminalu galos ir ievérojamas aminoskabju sastava atSkiribas, tos sauc

par mainigajiem C regioniem (angliski. - variable region), kurus var viegli atSkirt no
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nemainigajiem V regioniem (angliski. - relatively constant region). Smagas kédes polipeptidu
atSkiribas lauj Siem iminglobuliniem darboties dazada veida imiinas atbildes reakcijas un
noteiktos imiinas atbildes posmos. Par $tm atskiribam atbildigas polipeptidu proteinu sekvences
galvenokart atrodamas Fc fragmenta (Schroeder et al. 2010). Imiinglobuliniem ir pieci dazadi
smago kézu veidi, tacu galvenie vieglo kézu veidi ir tikai divi - kappa (k) un lambda (A).
Antivielu klases atskiras péc valences dazadu Y Ilidzigu vienibu (monoméru) skaita dél, kas
savienojas, veidojot pilnigu proteinu. Piem&ram, cilvékiem funkciongjosam IgM antivielam ir
piecas Y formas vienibas (pentamérs), kas kopa satur 10 vieglas k&des, 10 smagas kédes un 10
antigénu saistosas (Janeway et al. 2001).

Poliméra Ig (plg) transport€Sana glotadas sekrécijas ir poliméra Ig receptora (pIgR)
funkcija. Receptors atrodas uz epitélija Stinu bazolateralas virsmas, kas klaj glotadas virsmu. Ar
membranu saistitais pIgR sastav no pieciem Ig Iidzigiem doméniem (kas ir sastopama arpussiinu
dala) ar transmembranu un citoplazmas doménu. Epitélija Siina polimériskais IgA (ar J-k&di)
saistas ar plgR, tad tas tiek internaliz€ts un transcitéts uz apikalas Stnas membranu. pIgR
ekstracelulara dala tiek sadalita, veidojot sekrécijas komponentu (SC) un kovalenti asoci€jas ar
poliméru IgA (pIgA). PIgA komplekss ar sekrécijas komponentu veido sekretoro IgA (sIgA). SC
veido disulfida saiti ar Cys311 Ca2 viena no pIgA monomériem. Saja gadijuma J kede ir
nepiecieSama, lai sekrécijas komponents asoci€tos ar pIgA (Schroeder et al. 2010).

IgG monomérs ir domingjosa Ig klase, kas atrodas cilvéka seruma. ST imiinglobulina
klase, kas razota ka dala no sekundaras imiinas atbildes reakcijas pret antigénu, veido aptuveni
75% no kopgja Ig limena seruma. IgG ir vieniga Ig klase, kas cilveékiem var sk&rsot placentu, un
ta ir liela méra atbildiga par jaundzimusa aizsardzibu pirmajos dzives ménesos (Angel et al.
2022). Ta relativa daudzuma un lieliskas specifiskuma pret antigéniem del, IgG ir galvena
antiviela, ko izmanto imunologiskajos pétjjumos un kliniskaja diagnostika. Galvena atskiriba
starp IgA un IgG ir sekrécijas polipeptida klatbiitne un trukums. IgA ir sekrécijas polipeptids, kas
atvieglo sekréciju caur glotadas virsmam, tacu IgG nav sekrécijas funkcijas, tatad nav J k&des
(ThermoFisher Scientific, 2020).

IgM ir treSais visizplatitakais seruma imiinglobulins. Seruma IgM pastav ka pentamérs
ziditajiem un satur aptuveni 10% no normala cilvéka seruma Ig satura. Tas doming€ primaraja
imiunreakcija pret lielako dalu antigénu un ir visefektivakais komplementu fiks€josais

imiinglobulins. IgM tiek ekspreséts ar uz B limfocitu plazmas membranas ka monomérs. Saja
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forma tas ir B Stinu antigéna receptors un katra H k&de satur papildus hidrofobu doménu, lai
nostiprinatos membrana (7ThermoFisher Scientific, 2020). IgM ir pirma antiviela, kas veidojas
imiinas atbildes laika. Tas ir atbildigs par aglutinaciju un citolitiskam reakcijam. IgM galvenokart
atrodams limfas Skidruma un asinis. Paaugstinats [gM Iimenis var liecinat par nesenu infekciju
vai antigéna iedarbibu (Wei et al.2021).

IgE un IgD seruma ir sastopami daudz retak un mazak neka citi imtinglobulini. IgE
galvenokart aizsarga pret parazitu invaziju un ir atbildigs par alergiskam reakcijam. Membranas
IgD ir receptors antig€nam, kas galvenokart atrodams uz nobriedusSiem B-limfocitiem

(ThermoFisher Scientific, 2020).

Tabulal.
Imiinglobulinu strukttras
Table 1
Structure of immunglobulin
IgG IgA IgM IgD IgE

. s | R |
NC YU 52NN

1.4.1. Imanglobulins A

Imiinglobulins A veido 10-15 % no kopgja imiinglobulinu daudzuma. IgA pastav seruma
gan monomeéra, gan diméra forma. Imiinglobulinu A veido 2 vieglas k vai A k&des un 2 smagas
al un o2 kédes (Kerr et al. 1990). IgA seruma galvenokart ir monomers, bet izdalijjumos,
piemé&ram, siekalas, asaras, piena, glotas, sviedros un kunga Skidruma tas ir atrodams ka dimérs,
ko savieno savienojoSs peptids, izmantojot Fc dalas terminala Ig doména paplasinajumus, un
proteinu, ko sauc par savienojoso J k&di. Ta ir saistita ar dim@ra struktiiru, izmantojot disulfidu
saites (Patel et al. 2022). Polipeptids ir saistits ar diméra struktiiru, kas darbojas ka IgA sekrécijas
polipeptida sastavdala. Sekretorais IgA nodroSina aizsardzibu pret lokalam infekcijam - pret
elposanas celu, kunga zarnu trakta, urincelu infekcijam. IgA neskerso transplacentaro barjeru, jo
tam ir liela molekulmasa. Ja auglim konstaté augstu IgA koncentraciju, tas liecina par kontaktu

ar mates asintm (Bakema et al. 2011).
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Imiinglobulins A (IgA) ir bitisks glotadas imiinaizsardzibas faktors, tade] to var atrast
siekalas, deguna glotas, bronhos, gremosanas sistémas glotas un genitaliju apvidi. Imtinglobulins
A ir pirma aizsardzibas linija rezistencei pret infekcijam, inhibgjot bakteriju un virusu adhéziju
pie epitelija Sinam un neitraliz€jot bakteriju toksinus un virusus gan arpussiinu, gan intracelulari.
Selektivs IgA deficits sastopams apméram 0,7 % individiem. Lielakai dalai pacientu ar selektivu
IgA deficitu B Stnas ir normala daudzuma. IgA deficita kliniskas izpausmes var biit no pilniga
simptomu trikuma Iidz smagai kliniskai ainai. Izteiktas kliniskas ainas pacientiem ir
recidivgjosas infekcijas, alergiskas un autoimiinas slimibas (Woof et al. 2006).

IgA iedalas apaksklasés IgAl un IgA2, savukart pelem ir tikai viena apaksklase. Tas
atSkiras péc smago k&zu molekulmasas un koncentracijas seruma. IgA1 veido aptuveni 85% no
kopgjas IgA koncentracijas seruma. IgA1 uzrada labu imiinreakciju pret proteinu antigéniem un
mazaka mera polisaharidiem un lipopolisaharidiem. IgA1 pamata ir vairaki O-saistiti glikani un
divas N-saistitas glikozilacijas vietas - katra samagaja k&de. [gA1 piemit garaks viras regions, un
ta struktira ir papildus dubléts aminoskabju komplekts. Sis iegarenais engu regions palielina
IgAl jutigumu pret bakteriju proteazém, ka rezultata tas galvenokart tiek atrodams seruma (Patel
et al. 2022).

Savukart IgA2 veido tikai [idz 15% no kopgja IgA seruma, kam ir iz8kiroSa loma elpcelu,
acu un kunga-zarnu trakta glotadas, kas cinas pret polisaharidu un lipopolisaharidu antigéniem.
Tas arT parada labu izturibu pret proteolizi un daudzam bakteriju proteazeém, apliecinot IgA2
nozimi cina pret bakterialam infekcijam (Bakema et al. 2011). IgA2 ir saisinats pamata regiona
ar Cetram N-saistitam glikozilacijas vietam - katra smagaja k&d€ un bez O-saistitiem glikaniem.
IgA2 sastav no isaka regiona, un tam trukst aminoskabju dublikatu struktiiras. Tapéc tam nav
paaugstinata jutiba pret proteazi. [gA2 galvenokart atrodas glotadas sekrécijas membranas (de
Sousa-Pereira et al. 2019).

Polime@ra IgA ekspresija, kas saistita ar J k&di, ir glotadas plazmas $iinu at$kiriga iezime
un atskir tas no plazmas Stinam daudzos citos nodalijumos, pieméram, liesa un kaulu smadzengs.
Tadgjadi zarnu plgA struktiira bitiski atSkiras no domingjosas IgA monoméra formas, kas
atrodas cilvéka plazma (de Sousa-Pereira et al. 2019). IgA polim@ru struktiira ir priek$noteikums
ta akftivai transporté$anai pa glotadas virsmam un sekrécijai. So procesu veic poliméru Ig
receptors (pIgR). Tomér pIgR ne tikai transporteé multiméru IgA, bet ari veicina sekrécijas

komponentu, kas ir kovalenti saistits ar antivielas dalu un ir neatnemama SIgA kompleksa
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sastavdala. Tadejadi SIgA ir himeériska molekula, ko rada gan plazmas Stnu, gan plgR
ekspres€joSo (galvenokart epitélija) Stinu kopgja aktivitate. Konsekventi sIgA razoSanu un
sekréciju nosaka ne tikai antivielu razoSanas atrums plazmas S$tnas, bet arT to ietekmé pIgR
ekspresija un aktivitate. Cilvéka pIgR ir glikozilets transmembranas proteins, kas sastav no
pieciem Ig doméniem, kas veido pIgR ektodoménu, ko déve art par sekrécijas komponentu (SC),
isu transmembranu doménu un intracelularu doménu. Biosintézes laika pIgR tiek nogadats
epit€lija Stnu bazolateralaja pus€, kur tas saistas ar pIgA (Patel et al. 2022). Sakotng&jo
saistiSanos nodroSina pirmais Ig doméns, kam seko konformacijas izmainas molekula, kas v&l
vairak uzlabo kompleksa stabilitati un pirms kovalentas saites veidoSanas starp pIgA un plgR.
Spécigi N-glikoziléta SIgA SC dala aizsarga kompleksu no proteolizes: tas ir biitisks ieguldijums
ta funkcijas gremoSanas trakta. Tomer ir zinams, ka brivais SC arT tieSi mijiedarbojas ar zarnu
bakterijam, un varétu domat, ka SC ka dala no SIgA kompleksa var ar pieskirt mikrobioma
saistiSanas sp&jas. Tadgjadi, apspriezot SIgA funkcijas, papildus plazmas Stinu raZotajai Fab / Fc
dalai un J k&dei ir janem véra epitélija Stinu veicinatas SC dalas Tpasibas. PIgR ekspresé dazadas
sekrécijas epitélija $unas, tostarp tas, kas klaj kunga-zarnu traktu un pIgA razoSana ar zarnu
plazmas §tindm un transportéSana caur zarnu epitéliju visvairak veicina kopgo zarnu SIgA
sekréciju. Tomer interesants papildinajums zarnu sIgA raZoSanai rodas no pIgR ekspresijas piena
dziedzeros, kas nodroSina SIgA transport€Sanu piena, un ekspresiju aknas, kas nodroSina SIgA

transportéSanu Zultt (Leong et al. 2014).

1.4.2. Imiinglobulina A loma zarnu mikrobioma

Zarnas ir lielakais glotadas audu skaits visa cilvéka organisma, kas sastav no tievas
zarnas, aklas zarnas un resnas zarnas. Visas uznemtas uztura sastavdalas uzsiicas un sagremojas
zarnu glotada, kuras virsmas laukums sastada aptuveni 400 m2. Sajos audos ir vislielakais
imunsinu skaits un mikroorganismu daudzveidibas zina bagatakais un blivakais uz tilpuma
vienibu (Stecher et al. 2015).

IgA ir otrs svarigakais izotips seruma. Sekrécijas IgA lielakoties dominé zarnu limena
(Sterlin et al. 2020). Sekretorais IgA (SIgA) nodroSina aizsardzibu pret patog€niem un
toksiniem, bet var arT tieSi saistities ar komensalajam bakt€rijam zarnas un saistit tas. Komensala
slgA meérkéSana veido zarnu mikrobioma sastavu, modulé baktériju uzvedibu un pastiprina

saimniekorganisma un mikrobioma homeostazi gan pelém, gan cilvékiem (Yang et al. 2020).
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Homeostatiska glotadas aizsardziba sastav no vismaz diviem atSkirigiem Ské&rSliem -
epit€lija un imunologiskiem barjéram. Epitélija barjera novér§ mikroorganismu sistémisku
invaziju ar cieSiem savienojumiem, glotu parklajumu, ko veic zarnu epit€lija Sinas.
Imunologisko barjeru var panak IgA, kas nelauj mikroorganismiem saistities ar zarnu epitélija
Sinam, tas nomac mikroorganismu augSanu un virulenci, ka arT neitralizé to toksinus.
Homeostatiskos apstaklos IgA ir galvena imiinglobulina antiviela zarnu glotada. Mikroorganismi
stimulé IgA veidoSanos, kas kontrolé baktériju parvietoSanos un neitralizé bakteriju toksinus uz
zarnu glotadas virsmas (Stecher et al. 2015). Cilvekiem un pelém ~80% no kopg&ja plazmas
Siinam organisma atrodas zarnu glotada, kur lidzsvara apstaklos (40—60 mg/kg/diena vai 3-5
g/diena) tas izdala diméru IgA. Homeostatiskais IgA (kas darbojas ar1 ka dabiska antiviela) tiek
inducéts zarnu glotada, nepartraukti stimul&jot ar komensalajam bakterijam. Jaunakie petijumi
liecina, ka komensalas bakterijas izraisa glotadas imiinsisteémas attistibu. Homeostatiskais IgA ir
polireaktivs ar salidzinoSi zemu afinitati, kas wvar saistities ar citiem antigéniem uz

mikroorganismiem, ka arT ar lipopolisaharidiem un flagelinu (Pabst et al. 2020).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

2.1.1. Izmantotas iekartas un materiali

Petfjuma izpildei izmantoja Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra pieejamos

materialus un aparatiiru.

Izmantota aparatura.

Used equipment.

1.Tabula.

Table 1.

Aparatura Modelis Razotajs
Homogenizators

FastPrep®-24 MP Biomedicals, ASV
Vortekss

Microspin FV-2400 Biosan, Latvija
Termobloks

TDB-120 Biosan, Latvija

Ledusskapis/saldétava

Active Soft

Snaige, Lietuva

Mikrovilgu krasns

SCARLETT, Krievija
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Laminars KR-130 BW Kojair, Somija
Centrifuga 5417R Eppendorf, Vacija
UV lampa UVT-20 M/W Herolab, Vacija

Qubit fluorometrs

Qubit® 2.0 Fluorometer

Thermo Fisher Scientific,

ASV

Sonifikators

Covaris S220

Covaris, ASV

Udens attirisanas sistéma

Milli-Q Advantage A10

Millipore Merck, ASV

PKR aparats GeneAmp®PCR System Life Technologies, ASV
9700

Autoklavs "Olypmatic" International PBI, Italija

Laboratorijas svari BP610 (+/-0,01g) Sartorius, Vacija

Magnétiskais stativs

DynaMag TM -2 Magnet

Thermo Scientific, ASV

2.Tabula.
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Vienreizgjas lietoSanas materiali.

Disposable materials.

Table 2.

Materials Metodes Razotajs
Vacija
Lateksa cimdi MyClean ni-foud PF, blue
Qubit stobrini Qubit® 2.0 Thermo ASV
PCR 0,2 ml stripi Multiply® -uStrip Pro
Sarstedt, Vacija
1,5 ml stobrini Biosphere® Plus SafeSeal
5 ml stobrini Tube 5ml, 57x15.3mm, PP
15 ml stobrini Tube 5ml, 57x15.3mm, PP
50 ml stobrini Tube 5ml, 57x15.3mm, PP
Uzgali ar filtru (0,5-10pl) Biosphere® Plus
Sarstedt, Vacija
Uzgali ar filtru (2-20pul) Biosphere® Plus
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Uzgali ar filtru (2-200 pl) Biosphere® Plus

Uzgali ar filtru (100-1000 ul) [ Biosphere® Plus

Uzgali (0,1-5 ml) Biosphere® Plus

ASV

Thermo Fisher Scientific,

3.Tabula.
Reagenti un izejvielas.
Table 3.
Reactives and materials.
Reaktivs Razotajs
Biotin-conjugated anti-human IgA Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
ASV
Biotin-conjugated anti-human IgG Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
ASV
Dynabeads MyOne Streptavidin C1 Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
ASV
96% etanols Jaunpagasts PLUS, Latvija
Normal mouse serum SaunthernBiotech, ASV
D biotins Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
ASV
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Adapteru  komplekts: MGIEasy DNA
Adapters- 96 Kit V1.0

MGI Tech Co, Kina

Magnétiskas lodites: MGIEasy DNA Clean
Beads

MGI Tech Co, Kina

Reagentu komplekts Qubit sistemai

Qubit dsDNA HS Assay Kit

Life Technologies, ASV

Mikrobialas DNS izdaliSanas reagentu
komplekts: MagPure Stool DNA LQ Kit

Angen Biotech, Kina

Reagentu komplekts paraugu
cirkularizacijai: MGIEasy Circularization

Module V2.0

MGI Tech Co, Kina

Izmantotas datorprogrammas

Used computer programs.

4. Tabula.

Table 4.

Datorprogrammas nosaukums

Versija

Microsoft Office

Microsoft 365

Galaxy Huttenhower - LEfSE

Galaxy version 1.0

Rstudio

1.4.1106
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2.2. Metodes

2.2.1. Petijuma dizains

Petijuma tika ieklauti 19 T2D pacienti un astoni veseli individi, kuri nav ieprieks lietojusi
medikamentus T2D arstéSanai.

S1 darba ietvaros T2D pacienti tika atlasiti no OPTIMED kohortas. OPTIMED ietvaros
tieck veikta jaundiagnostic€tu un antidiabétiskas terapijas naivu T2D pacientu iesaiste,
sadarbojoties ar endokrinologiem un gimenes arstiem no veselibas apripes centriem Latvija. No
visiem iesaistitajiem pétijuma dalibniekiem tika iegiita inform&ta piekriSana, pétijjuma
protokolam pieskirta Centralas medicinas &tikas komitejas atlauja Nr.: 1/19-10-22. Metformina
devu izrakstija arsts atbilstosi pacienta kliniskajam vajadzibam. No T2D pacientiem tika ievakti
fecu paraugi tris dazados laika posmos un kodéti $adi: (1) pirms metformina terapijas - MO, (2)
p&c septinu dienu metformina terapijas - M7d, (3) p&c tris ménesu metformina terapijas - M3m.
Lai nodroSinatu homogénaku pacientu paraugkopu, bakalaura darba izstradei tika atlasiti
pétijuma dalibnieki, kuriem glik&tais hemoglobins parsniedz septinus procentus.

Ka kontroles $aja darba tika atlasiti astonu veselo individu paraugi, kuru dati tika iegtiti
klniska pétijuma ietvaros Nr. 2016-001092-74. Veselie individi sanéma 850 mg metformina
divas reizes diena ned€las garuma. No §1 pétijuma bakalaura darba ietvaros tika analizeti paraugi
divos laika punktos: (1) pirms metformina terapijas - MO, (2) peéc septinu dienu metformina
terapijas - M7d.

Petijuma dalibniekieki feéu paraugus ievaca majas apstaklos sterilos stobrinos bez
buferskiduma. Dalibniekiem abas grupas bija ligums nogadat paraugus tuvakaja laboratorija 24
stundu laika, kur paraugi tika glabati -20 °C temperatiira, bet péc nosiitiSanas uz zinatnisko
institiitu tie tika uzglabati -80 °C temperatiira lidz talakai analizei. Par dalibniekiem abas grupas
tika ievakti dati par dazadiem antropometriskajiem mérfjumiem, ka ari biokimisko un

hematologisko analizu rezultatiem pirms metformina lietoSanas uzsaksanas.
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2.2.2. Ar sIgA parklato bakteriju SkiroSana, izmantojot magneétiskas

lodites

Skidumu sagatavoSana

1.

PBS (fosfatu buferSkidums)- Fosfatu buferskiduma pulveri izskidina vienu 1 dejonizéta
udens, izfiltré, autoklaveé un uzglaba istabas temperatiira. Uz vienu paraugu 1,1 mL PBS.
Staining Buffer - Vajadzigajam PBS daudzumam iesver klat 1% BSA, izskidina 1&ni
invertgjot un izmanto. Uz vienu paraugu 7,08 mL.

Blocking Buffer - Uz vienu paraugu pievieno 80 uL Staining Buffer, 20 uL. normal mouse
serum un 0,5 mg/mL D-biotinu.

Staining Buffer papildinats ar 0,5 mg/ml D-biotinu - Uz vienu paraugu pievieno 1 mL
staining buffer un 10 puL 0,5 mg/ml D-biotmu.

IgA - Uz vienu paraugu pievieno 20 pL sagatavoto PBS un 0,5 uL Biotin-conjugated
anti-human IgA

Magnétisko lodiSu sagatavoSana

1.

Pirms protokola sakSanas, sagatavo biotina konjug€tos bidus. 10 plL Biotin-conjugated
anti-human IgA sajauc ar 10 uL Dynabeads MyOne Streptavidin CI uz vienu paraugu.
Inkubg@ 15 min uz ledus, magnétiskas loditesregulari apmaisot.

Stobrinu liek uz magnéta un nopem supernatantu. Pievieno 1 mL Staining Buffer
papildinatu ar 0,5 mg/ml D-biotina, lai blok€tu brivo streptavidinu.

Inkub@ 15 min uz ledus, magnétiskas lodites regulari apmaisot.

Mazga divas reizes ar 1 mL Staining Buffer, izmantojot magné&tu.

Bidus resuspende 20 uL Staining buffer uz katru paraugu.

Paraugu apstrade

1.

Parnes 0,10 g (vai nedaudz vairak) fécu materiala uz Fast Prep Lysing Matrix D stobrinu.
Pievieno 1 mL ledus auksta PBS (w/v).
Stobrinu liek homogenizatora uz 7 sec lenaka atruma (4 m/s).

Paraugus parnes centrifugé (500 xg, 15 min, 4 C), lai atdalitu lielakas dalinas.
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Atdala supernatantu, kas satur bakterijas (apméram 100 ul) un parnes uz jauno stobrinu.
Pievieno 1 mL Staining Buffer (PBS + 1% BSA) un saglaba 2x50 pL §1 parauga ka
Pre-sort paraugu. Glaba pie -80 C.

Nomazga nepiesaistito IgA, centrifuggjot paraugu (8000 xg, 5 min, 4 C).

Resuspendé nosédusas dalinas ar 1 mL Staining Buffer.

Atkartoti centrifug€ paraugu (8000 xg, 5 min, 4 C).

Resuspendé nosédusas dalinas ar 100 uL Blocking Buffer (Staining Buffer + 20% normal
mouse serum un 0,5 mg/ml D-biotina) un inkub& 20 min uz ledus.

Pievieno 20 pL sagatavotoas magnétiskas lodites un inkub& 30 min tumsa uz ledus.
Magnétiskas lodites ar piesaistitam bakt€rijam mazga piecas reizes ar 1 mL Staining
Buffer, izmantojot magnétu.

Beidzamas nos€dusas dalinas resuspendé ar 100 uL PBS.

Paraugus sadala pa diviem stobriniem (2x50) un glaba pie - 80 C.

2.2.3. DNS izoleSana ar automatizeto platformu MGISP-960 (MGI Tech)

Pirms paraugu parneSanas paraugus vorteksé un centrifugg.

Parnes 150 pL parauga 2mL Bead Tubes stobrina un centrifuge.

Stobrina ar paraugu pievieno 600 puL Buffer ATL/PV-10 un 600 uL Buffer PCL.

Paraugus homogenize, izmanotojot FastPrep® Instrument ierici ar atrumu 6,0 m/s 40
sekundes.

Paraugus inkub€ 20 min 65°C temperatira.

P&c inkubgsanas paraugus centrifugé 5 miniites pie 13,000 x g.

Sagatavo un iepilda plates robotam.

Kopa jaiepilda 6 U-bottom deep well plates un plates iepilda 1,3 mL U-bottom deep

well platés 650 uL GW1, 340 pL paraugus, 640 uL Binding Reagent, 1,1 mL 75%
etanolu, 10 pL Rnase A un 100 puL Elution buffer.

Sagatavo Binding reagentu. Tilpumi uz vienu paraugu— 30 pL MagPure, 20 pL
Proteinase K un 600 uL Buffer MLE. Binding reagents nedrikst stavet istabas temperatiira
vairak par 30 min, lai neaktiviz&tos proteinaze.

Pirms sak darbu ar MGISP-960, virsmu notira ar 70% etanolu, tad programma spiez

“Clean” un “Start”. Datora iestada nepiecieSamo programmu.
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Spiez “Home panelis”, pec tam izvélas “Initialise”. Saja punkta tiek testeta, vai iekarta
ir darba kartiba.
Iekartu tiriSanas programmas laika 20 min dezinfic€ ar UV lampu.
Kad tirisana ir beigusies, programma spiez “Run Wizard”, tad “Solution”, tiek izvelets
“Mag Pure stool LQ kit for MGI (D6364)RV1.0_SV1.0”, spiez “Script” un izv€las “Stool
DNA Extraction.py”
Sagatavo uzgalus un plates. Tos izkarto nepiecieSama izkartojuma, kas norada
programma.

2.2.4. Paraugu DNS koncentracijas noteikSana
Sagatavo reakcijas maisijumu, atbilstoSi nepiecieSamajam reakciju skaitam (n), nemot

veéra ari standartu nolasiSanai nepiecieSamas divas reakcijas (+2).

a. Pievieno 199 puL Qubit® dsDNA HS bufera atbilstosi paraugu skaitam (n+2)

b. Pievieno 1 plL gaismjitiga Qubit® dsDNA HS reagenta atbilstoSi paraugu skaitam
(n+2). Novorteksg, lai buferis tiek sajaukts ar reagentu (Gaismjitigo Qubit® dsDNA HS
reagentu slépj no gaismas).

Sagatavo un nomarkeé 0,5 mL stobrinus (sarakstit virspus€). Divos standartu stobrinos
pievieno 190 uL sagatavoto reakcijas maisijumu, tacu par&jos stobrinos — 198 pL.
Pirmaja standartu stobrina pievieno 10 pL Qubit® dsDNA HS standarta #1, bet otraja —
Qubit® dsDNA HS standarta #2

Paraugiem paredz€taja stobrina pievieno 2 pL attiecigas DNS.

Pipet€ un 1si centrifugg, lai maisijums tiek sajaukts.

Koncentracijas mérisanai izmantot Qubit 2.0 fluometru.

lekarta izvelas “dsDNA High Sensitivity” reZimu.

Fluometra ievieto pirmo standarta stobrinu, aizver fluometra vaku, spiez “Read”’ reZimu
un nolasa.

P&c kalibracijas fluometra ievieto paraugu saturoSu stobrinu, aizver vaku, spiez “Read
tube” un nolasa koncentraciju.

Izmanto funkciju “Calculate Stock Conc”, $adi noradot stobrinos pievienoto DNS
parauga tilpumu — 2 pL.

Koncentraciju méra $adas vienibas “ng/ulL”.

29



1.
2.

2.2.5. DNS paraugu fragmentacija, izmantojot Covaris sistéemu

Paraugus atSkaida 1idz 300 ng koncentracijai 55 pL tilpuma.
Sonifice 400 bp:
- Sagatavo atSkaiditos paraugus un ievieto to covaris stobrinos.
- lesleédz dzes€Sanas sit€ému un uzstada temperatiiru +4C.
- Piepilda sonifikatora vanniti ar dejonizetu tideni lidz 12,5 atzimei (“Fill”).
- lesledz Covaris §220 aparatiru un datoru.
- Atver sonolab programmu un izvé€las atbilstoSo sonifikacijas programmu, kas $aja
protokola ir 400 bp base pair fragmentation.
- Katru paraugu secigi ievieto sonifikatora mazaja nodalijuma.

- Sonificé paraugus, palaizot programmu “Run” kas ilgst 55 sekundes.

2.2.6. DNS fragmentu galu apstrade - End repair un A-tailing

. Sagatavo sekojoSu reakcijas maistjumu:

ERAT buferskidums 7,1 uL
ERAT enzimu maisijums 2,9 uL
Kopgjais tilpums: 10 puL

2. Pievieno 40 uL sonificétu paraugu (50ng).

3. Pievieno DNS paraugam sagatavoto maisijumu.

4. Veic reakciju pie sekojosiem apstakliem:

A o

37 C - 30 min
65 C-15min
4C-o

2.2.7. AttiriSana ar magnetiskajam loditem

Iznem no ledusskapja magnétiskas lodites un laut uzsilt 30 miniites istabas temperatiira.
Sagatavo un atskaidit atskaiditu etanolu 80%.

Nomarkg 1,5 mL eppendorf stobrinus. Tajos stobrinos parnes 50 uL sonific€tos paraugus.
Pievieno 50 pL. magnétiskas lodites 1,5 mL eppendorf stobrinos.

Pievieno 50 pL TE Buferi.
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17.

Vorteks€ un centrifugg.

Inkubg 5 min istabas temperatiira.

Isi centrifugé un novieto stativu ar stobriniem uz magnéta un turét 2-5 minttes, 11dz
Skidrums kluist caurspidigs.

Uzmanigi nonemt supernatantu un to izliet (magnétiskas lodites paliek).

Turpina tur€t stobrinus uz magnétiska stativa un magnétiskajam lodit€ém pievienot 200 puL
svaigi sagatavotu 80% etanolu. Riipigi iznem supernatantu un tad izmet (magnétiskas
lodttes paliek).

Atkarto 8.punktu un izmet visu Skidrumu/supernatantu no stobriniem.

Turpinat turét uz magnétiska stativa ar atvertiem vaciniem un ~4 min zavé magnétiskas
lodites I1dz tas vairs nav spidigas un sak paradities plaisas..

Nonem stativu ar stobriniem no magnéta, pievieno 32 puLL TE Buferi.

Pipete un 1si centrifugg, lai maistjums tiek sajaukts.

Inkub@ 5 miniites.

Novieto stativu ar stobriniem uz magnéta, atstdj 2-5 minites lidz Skidrums kliist
caurspidigs.

Uzmanigi, neievelkot uzgali lodites, parnes attirito 30 u. DNS paraugu uz jaunu 1,5 mL

stobrinu.

2.2.8. Adapteru ligéSana

Sagatavo sekojoSu reakcijas maisijumu:

Lig@Sanas buferis 23,4 uL

DNS ligaze 1,6 uL

Kopgjais tilpums: 25 pulL

Pievieno DNS paraugam sagatavoto maisijumu;
Pievieno DNS paraugam 5 pL. MGIEasy DNA adapter;
Veic reakciju pie sekojosiem apstakliem:

23 C-30 min

4C-o

Veic attiriSanu ar magnétiskajam loditém;
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2.2.9. AttiriSana ar magnetiskajam loditem

Iznem no ledusskapja magnétiskas lodites un laut uzsilt 30 miniites istabas temperatiira.
Sagatavo un atSkaida etanolu 80%.

Nomarkg 1,5 mL eppendorf stobrinus. Tajos stobrinos parnes 80 pL paraugus.

Pievieno 50 uL. magnétiskas lodites 1,5 mL eppendorf stobrinos.

Pievieno 20 uL. TE Buferi.

Vorteks€ un centrifugg.

Inkubg@ 5 min istabas temperatura.

Isi centrifugé un novieto stativu ar stobriniem uz magnéta un atstaj uz 2-5 miniitém, lidz
Skidrums klust caurspidigs.

Uzmanigi nonem supernatantu un to izliet (magnétiskas lodites paliek).

Turpina turét stobrinus uz magnétiska stativa un magnétiskajam loditém pievieno 200 pL
svaigi sagatavotu 80% etanolu. Riipigi iznem supernatantu un tad izmet (magnétiskas
lodites paliek).

Turpinat turét uz magnétiska stativa ar atvértiem vaciniem un ~4 min zavé magnétiskas
lodites Iidz tas vairs nav spidigas un sak plaisities.

Nopem stativu ar stobriniem no magnéta, pievienot 21 pL TE Buferi.

Pipet€ un 1si centrifugg, lai maisijums tiek sajaukts.

Inkub€ 5 miniites.

Novieto stativu ar stobriniem uz magnéta, atstdj uz 2-5 minttém Iidz Skidrums klust
caurspidigs.

Uzmanigi, neievelkot uzgali lodites, parnes 19 pL attirito DNS paraugu uz jaunu 1,5 mL

stobrinu.

2.2.10. Amplifikacija

Parnes 19 pL DNS maisijuma uz jaunu 0,2 mL PCR stobrinu.
Sagatavo sekojosu reakcijas maistjumu:

PCR enzimu maisijums 25 uL

PCR praimeru maisijums 6 uL

Kop¢gjais tilpums: 31 pL
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Pievieno 31 puL maisijuma DNS parauga maisijumam;
Veic PCR reakciju pie sekojosiem apstakliem:

98 C-20sek

60 C-15sek xcikli

72 C - 30 min

72 C - 10 min

4C-o

Veic attiriSanu ar magnétiskajam loditém;
Elug 32 pl TE buferskiduma.

Parnes 38 pL uz jaunu 1.5 mL stobrinu.

2.2.11. DNS kvalitates noteikSana

. Atstaj reagentu komplektu istabas temperatiira apméram 30 min.

Sagatavo g€la — krasvielas maisijum. Pievieno 15 ul High Sensitivity DNA krasvielu
High Sensitivity DNA g€la matriksam.

Maistjjumu vorteksg, centrifugé 2200x 10 miniites un parnes stobrigu ar ievietotu filtra
kolonnu.

Sagatavo Cipa uzpildes staciju. Pieliek §lirci. Pamatni nostada C pozicija.

AGILENT 2100 Bioanalyzer iekarta ieliek Cipu, kas ir uzpildita ar 360 uL distiléto tideni.
Uzpildes stacija ievieto High Sensitivy DNA &ipu.

Iepilina 9,2 uL géla krasvielas maisijumu [G] bedrite.

Aizver &ipa uzpildes staciju. Slirces virzuli novieto ImL pozicija. NospieZ §lirci lidz tas
tiek nofikséts ar klipsi. Paral€li uznem laiku — 60s. Péc 60 s atbrivo S§lirci, laujot tam brivi
iestaties sakotngja stavokli. P&c 5 s, tam apstajoties , ar 1énam kustibam piepalidz tam
atgriezties sakotngja stavokli.

Atver uzpildes staciju. Iepilina 9 uL g€la — krasvielas maistjumu pargjas G bedrtes.
Iepilina 5 ul High Sensitivy DNA standartmarkieri visas atlikuSajas 12 bedrites, ieskaitot
bedriti, kas ir apziméta ar trepitém.

Atlikusajas 11 bedrites iepilina 1 uL parauga, izpemot bedriti, kas ir apziméta ar trepitém.

lepilda 1 uL High Sensitivy DNA garuma markieri bedrite, kas apziméta ar trepitem.
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13. Cipu ievieto vorteksa un vorteksé 1 miniiti 2400 rpm.

14. Iznem tdens Cipu. Atstaj atvertu iekartu dazas minutgs.

15. Tevito ¢ipu bioanalizatora iekarta.

16. Atver 2100 Expert programmu. Programma izvélas dsDNA High Sensitivy DNA sadala
Assays.

17. Aizpilda SAMPLE tabulu, ieraksta paraugu nosaukumus.

18. Uzspiez “run”, lai saktu darbibu.

19. P&c ¢ipa nolasisanas, ieliek mazgasanas Cipu.

2.2.12. Darbu drosiba

Izstradajot pétijumu laboratorija, tika ieveérota vispar€ja darba droSiba. Izvairfjas no
reagentu ieelposanas vai nokltiSanas uz adas un apgerba, tika vilkts laboratorijas halats un cimdi.
Pirms un p&c darba laboratorija, galda virsmu un pipetes apstradaja ar 70% etanolu, lai izvairitos
no reagentu un paraugu piesarnosanas. Lielaka dala pétjjuma tika veikta ipasi sterila vidé - DNS
“boksa” un Infekciozaja “boksa”. Telpa tiek saglabata sterila, to reizi nedgla tirot, 30 minttes
steriliz€jot ar UV gaismu un velkot specialus, Sai telpai paredz€tus halatus un mainas apavus.
Vairakus paraugus un reagentus vienlaicigi neatstaja vala. Lai nerastos kontaminacijas risks, tika
visi nepiecieSamie personalas aizsardzibas lidzekli. Paraugi tiek apstradati Biomedicinas centra
esosa BSL2 telpa. Paraugi tiek apstradati tikai un vienigi tajos gadijumos, ja pacients ir devis

rakstisku atlauju.

2.2.13. Sekvenesana ar MGIEasy sekvenatoru

Sekojosa sekvenéSana tika veikta ar DNBSEQ-G400RS sekvenéSanas platformu,
izmantojot DNBSEQ-G400RS augstas caurlaidibas sekvenéSanas komplektu (FCL PE 150),
iegiistot vismaz 20 miljonus nolasijumu uz parauga. Sekven&Sanu veica apmacits laboratorijas

specialists.
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2.2.14. Datu analize

SekvenéSanas datu apstradi veica apmacits bioinformatikas specialists Latvijas
Biomedicinas pétjjumu un studiju centra IT un Bioinformatikas servisa centra. Statistisko analizi
un datu vizualizaciju veica R programma un Galaxy rika. Datu filtréSanu veica Latvijas
Biomedicinas pétijumu un studiju centra apmacits personals. Nolasijumu kvalitates novertéSana
tika veikta, izmantojot FastQC programmatirui. MetaPhlAn skaitloSanas riks (metagenomiska
filogenctiska analize) izmantots mikrobioma sastava profiléSanai, izmantojot metagenomisko
sekvencu datus. No rika rezultatiem tika iegiiti dati par paraugu taksonomisko sastavu, iek$gjo
(alfa) daudzveidibu péc Sanona indeksa. Iegitie dati un aktuala informacija par par pétijumu
dalibniekiem tika apkopota MS Excel platforma.

Atskiribas starp Sanona indeksa vértibam vai citiem analizétajiem parametriem tika
novertétas ar neparametrisko Vilkoksona testu R programma, saistitajiem paraugiem tika
izmantots parametrs “paired=TRUE”. Lai izvertetu butiski atSkirigas taksonomiskas vienibas
starp analiz€tajiem T2D pacientu un veselo individu paraugiem, tika izmantots linearas
diferencétas analizes efekta izméra (LEfSe) algoritms Galaxy tieSsaistes rika, ar LDA vértibas

slieksni = 2.
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3. REZULTATI

Bakalaura darba ietvaros no 19 jaundiagnosticétajiem T2D pacientiem un astoniem
veselajiem pétijuma dalibniekiem tika iegiiti zarnu mikrobioma paraugi. Pacienti atkartoti ievaca
paraugus tris laika punktos: (1) pirms metformina terapijas - MO, (2) péc septinu dienu
metformina terapijas - M7d, (3) peéc tris méneSu metformina terapijas - M3m. Savukart
veselajiem pétijuma dalibniekiem paraugi tika ievakti divos laika punktos: (1) pirms metformina
terapijas - MO, (2) p&c septinu dienu metformina terapijas - M7d. Visu iesaistito dalibnieku
raksturojums apkopots 5. tabula.

Katram pétjjuma dalibnieckam tika analiz€ts mikrobioma sastavs pirms SkiroSanas
(Presort paraugs) un iegiita sIgA+ bakteriju frakcija. ST darba ietvaros no talakas analizes tika
1zslégti pieci paraugi no T2D pacientiem, kuriem nakamas paaudzes sekvenéSanas rezultata tika
iegiits nepietickams nolasijumu skaits mikrobioma taksonomiska sastava analizei. Talakai
analizei tika ieklautas tas mikroorganismu taksnomiskas grupas, kuram 25% analiz€to paraugu
bija vismaz 1% Tpatsvars. Sada datu filtré3ana tika veikta, lai novérstu potencialo kontaminantu

ietekmi uz rezulatiem un uzlabotu datu novertéjuma kvalitati.

5. tabula.
Pétijuma paraugkopas raksturojums
Table 5.
Characterization of study group
Raksturojums T2D pacienti (N=19) Veselie individi (N=8)
Viriesi/Sievietes, n (%) 6(31,6%) / 13(68,4%) 3(37,5%) / 5(62,5%)
Vecums (gadi), mediana + IQR 5715 25+11,25
KMI, mediana + IQR 33,414£3,79 23,5+5,43
HbAlc (%), mediana + IQR 8,2+2.5 -
Metformina deva (mg/diena), 1000£150 17000+0

mediana + IQR

IQR - starpkvartilu diapazons (angliski - interquartile range), HbAlc - glik&tais hemoglobins,

KMI - kermena masas indekss.
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T2D pacientiem zarnu mikrobioma visparigai raksturoSanai, tika veikta paraugu ieksgjas
daudzveidibas noteik$ana, kas aprékinata péc Sanona indeksa (skatit 2.attelu). Tika veikts
neparametriskais Vilkoksona tests, gan savstarp€ji salidzinot Presort paraugus un IgA+ frakciju
katra laika punkta, gan arl novértgjot izmainas laika abos paraugu veidos, ka rezultata netika

noverotas statistiski biitiskas atSkiribas.

35-

Sanona indekss

25-

20-

T2D_MO_Pre T2D_M7d_Pre T2D_M3m_Pre T2D_Mo_Igh+ T2D_M7d_Igh+ T2D_M3m_IgA+
Paraugs

2 attels. Ieksgjas daudzveidibas izveértéjums pec Sanona indeksa T2D pacientiem katra paraugu
grupa visos analizetajos laika punktos. Vertibas attélotas violingrafika, apvienojot kastveida un
nogriezna procentilu diagrammu un Kernela blivuma grafiku. Paraugi: MO - pirms metformina
terapijas, M7d - pé€c septinu dienu metformina terapijas, M3m - p&c tris mé€nesu metformina
terapijas. T2D - otra tipa cukura diab&ta pacienti, Pre - Presort paraugs, I[gA+ - bakteriju frakcija,
kas saistita ar sekretoro IgA.

Figure 2. Alpha diversity by Shannon index in each fraction group at the analyzed time points
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within the T2D cohort. Values are shown in a violin plot, each combining a boxplot and Kernel
density plot. Samples: MO - before metformin therapy, M7d - after one-week metformin therapy,
M3m - after three months of metformin therapy. T2D - type 2 diabetes patients, Pre - Presort

sample, [gA+ - bacterial fraction coated with secretory IgA.

Visparigai paraugu raksturosanai veselo individu grupa ar1 tika noteikta ieksgja
daudzveidiba péc Sanona indeksa (skatit 3.attelu). Savstarpgji salidzinot Presort paraugus un
IgA+ frakciju katra laika punkta, ka arl novertgjot izmainas laika abos paraugu veidos netika

noverotas butiskas atskiribas.
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¥
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Paraugs

3.attels. Ieks$jas daudzveidibas izvertgjums péc Sanona indeksa veseliem individiem katra
paraugu grupa visos analizétajos laika punktos. Vertibas att€lotas violingrafika, apvienojot
kastveida un nogriezna procentilu diagrammu un Kernela blivuma grafiku. Paraugi: MO - pirms
metformina terapijas, M7d - pé&c septinu dienu metformina terapijas. T2D- otra tipa cukura

diabéta pacienti, Pre - Presort paraugs, [gA+ - bakt€riju frakcija, kas saistita ar sekretoro IgA.
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Figure 3. Alpha diversity by Shannon index in each fraction group at the analyzed time points
within healthy controls. Values are shown in a violin plot, each combining a boxplot and Kernel
density plot. Samples: MO - before metformin therapy, M7d - after one-week metformin therapy.
V - healthy control samples, Pre - Presort sample, IgA+ - bacterial fraction coated with

secretory IgA.

Lai noteiktu analiz€tajiem paraugiem raksturigakas taksonomiskas grupas, tika
salidzinats taksonomiskais sastavs katra no laika punktiem, izmantojot LEfSe analizi. Vispirms
tika salidzinati jaundiagnostic€to T2D pacientu paraugi tris dazados laika punktos 1) IgA+ ar
Presort, pirms metformina terapijas (MO0), 2) IgA+ ar Presort, nedélu péc metformina terapijas
(M7d), 3) IgA+ ar Presort, pec tris meéneSu metformina terapijas (M3m). Tika noveérotas
statistiski butiskas atSkiribas starp IgA+ un Presort paraugiem pirms metformina lietoSanas

(skatit 4.att€lu) un pec tris mé€neSu metformina terapijas starp [gA+ un Presort (skatit 5.att€lu).

I MO_Presort

g_ Alistipes _

f__Rikenellaceae
| i | | i | | i | |
00 05 10 15 20 25 3.0 35 40 45

LDA SCORE (log 10)

4.attels. Linearas diferenceétas analizes histogrammas (LDA) efekta lieluma (LEfSe)
salidzinajums T2D pacientiem zarnu mikrobioma, kas parada butiskas atSkiribas starp diviem
paraugu pariem IgA+ un Presort pirms metformina lietoSanas (MO). Sarkana krasa norada
taksonomisko grupu, kas vairak sastopama Presort paraugos, kura tika identificéta pirms
metformina lietoSanas. LDA vertibas slieksnis = 2.

Figure 4. Histograms of linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) comparison of
the T2D cohort gut microbiome, showing significant differences between the two pairs of
samples [gA+ and Presort before metformin therapy (MO0). Red indicates a taxonomic group that

is more common in Presort samples which are identified before metformin therapy. LDA value
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threshold = 2.
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S.attels. Linearas diferencétas analizes histogrammas (LDA) efekta lieluma (LEfSe)
salidzinajums T2D pacientiem zarnu mikrobioma, kas parada biitiskas atSkiribas starp diviem
paraugu pariem IgA+ un Presort péc tris méneSu metformina terapijas. Sarkana krasa norada
taksonomisko grupu, kas vairak sastopama IgA+ grupa, ar zalu ir iekrasota ta taksonomiska
grupa, kas ir visvairak sastopama Presort paraugos, kura tika identificEta tris méneSus péc
metformina lietoSanas. LDA vertibas slieksnis = 2.

Figure 5. Histograms of linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) comparison of
the T2D cohort gut microbiome, showing significant differences between the two pairs of
samples IgA+ and Presort after three months of metformin therapy (M3m). Red indicates the
taxonomic group, which is most commonly in the IgA + group. Green indicates a taxonomic
group that is more common in Presort samples which are identified before metformin therapy.

LDA value threshold = 2.

Talak sekoja zarnu mikrobioma analize starp veselo individu paraugiem divos laika
punktos 1) IgA+ ar Presort, pirms metformina terapijas (MO0) un 2) IgA+ ar Presort, ned€lu péc

metformina terapijas (M7d). Sajos kontrastos netika novérotas statistiski bitiskas atskiribas.
Lai noskaidrotu ka metformins ietekm& T2D pacientu zarnu mikrobiomu, tika salidzinati

visu tris laika punktu Presort paraugi 1) MO pret M7d, 2) MO pret M3m. Starp Siem tris laika

punktiem Presort paraugos nav novérotas statistiski biitiskas atskiribas.
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Veicot statistisko analizi jaundiagnostic€tajiem T2D pacientiem, tika salidzinatas IgA+
frakcijas tris laika posmos 1) MO pret M7d, 2) MO pret M3m nav noveérojamas bitiskas

atSkiribas.

Turpinot zarnu mikrobioma paraugu analizi, sava starpa tika salidzinati veselo individu
IgA+ frakciju paraugi divos laika punktos: MO pret M7d. Novérota ¢etru bakteriju sugu ipatsvara
pieaugums IgA+ frakcija pirms metformina terapijas un divu sugu Ipatsvara pieaugums IgA+
frakcija ned€lu peéc metformina terapijas (skatit 6.att€lu). Savukart salidzinot divu laika punktu

Presort paraugiem: MO pret M7d, nav noveérotas statistiski biitiskas atSkiribas.
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o:_EnterobacteraIes
f_Enterobacteriaceae
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6.att€ls. Linearas diferencétas analizes histogrammas (LDA) efekta lieluma (LEfSe)
salidzinajums veseliem individiem zarnu mikrobioma, kas parada bitiskas atskiribas gints lTmeni
starp diviem paraugu pariem IgA+ pirms metformina terapijas (M0) un IgA+ pé&c septinu nedelu
metformina terapijas (M7d). Sarkana krasa norada taksonomisko grupu, kas vairak sastopama
IgA+ grupa (MO), ar zalu ir iekrasota ta taksonomiska grupa, kas ir visvairak sastopama IgA+
(M7d) paraugos. LDA vertibas slieksnis = 2.

Figure 6. Histograms of linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) comparison of
health individ gut microbiome, showing significant differences at the genera level between the
two pairs of samples before metformin therapy (MO0) and IgA+ after one week of metformin
therapy (M7d). Red indicates the taxonomic group, which is most commonly in the [gA+ group
(MO). Green indicates a taxonomic group that is more common in IgA+ samples (M7d). LDA

value threshold = 2.

41



4. DISKUSIJA

Cukura diabéts, tai skaitd aptaukoSanas un T2D, visticamak, bis lielaka epidémija
cilvéces vesturg, kura saslimuso skaits pieaug ar katru gadu. DM ir nepietiekami novertéts ka
globala sabiedribas veselibas probléma (Zimmet et al. 2017). T2D krasi ietekmé vairakus
organus, tostarp sirdi, asinsvadus, nervus, acis un nieres. Ari faktori, kas palielina diabéta risku,
ir riska faktori citam nopietnam hroniskam slimibam. Pasaules Veselibas Organizacija zino, ka
2021.gada aptuveni 462 miljoniem cilvéku ir diagnosticéts T2D, kas atbilst 6,28% pasaules
iedzivotaju (péc World Health Organization 2022). Vairak neka viens miljons naves gadijumu
tika attiecinati uz So slimibu vien 2017. gada, ierindojot to ka devito galveno mirstibas c€loni
(Khan et al. 2020). Sada veida diabéts liela méra ir licka kermena svara un fiziskas neaktivitates
rezultats (p&c World Health Organization, 2022). Tiek prognozgts, ka T2D izplatiba pasaulg lidz
2030. gadam pieaugs lidz 7079 individiem uz 100 000, atspogulojot nepartrauktu pieaugumu
visos pasaules valstis (Khan et al. 2020).

Metformins ir viens no visplasak izmantotajiem medikamentiem T2D arstéSana (Aroda et
al. 2018). Papildus glikozes produkcijas samazinasanai aknas un glikozes uzpemsSanas
palielinasanai muskulos, arvien vairak pieradijumu liecina, ka zarnu mikrobioms ir metformina
galvena darbibas vieta (Wu et al. 2017, Lee et al. 2021, Noel et al. 2021). Papildus tam, jaunakie
dati liecina , ka metformina terapija var but saistita ar sIgA Iimena izmainam zarnas, tadejadi
noradot uz iesp&jamu jaunu darbibas mehanismu noverotajam mikrobioma izmainam un
mikrobiomu medi€tajiem terapeitiskajiem efektiem (Wells et al. 2015). Sekretorais IgA ir
domingjosa antivielu klase glotadas sekrécijas, kas aizsarga pret patogénu adh€ziju un to
Skersosanu zarnu barjera (Pietrzak et al. 2020). sIgA ir svariga loma zarnu mikrobioma sastava
veidoSana, modulésana un zarnu homeostazes uzturésana (Wells et al. 2015).

Bakalaura darba ietvaros tika apskatita sekretora [gA un zarnu mikrobioma mijiedarbiba
un dinamika metformina terapijas laika. Tika analiz€ts un raksturots gan pétijuma dalibnieku
visparigais zarnu mikrobioma taksanomiskais sastavs, gan ari atlasita un pétita ar sIgA saistito
bakteriju frakcija. Lidz Sim nav veikti p&tijumi, kas analiz€tu metformina terapijas ietekmi uz
jaundiagnosticeétu T2D pacientu un veselu individuzarnu mikrobioma sastava esoSam ar sIgA
saistitajam baktérijam.

Salidzinot IgA+ un Presort paraugus pirms metformina terapijas uzsakSanas (MO),

Presort paraugos novérojams palielinats Ipatsvars Alistipes un Rikenellaceae bakterijam.
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Alistipes 1ir gram-negativas, nijjinveida, anaerobas un sporas neveidojoSas bakterijas, kas
galvenokart ir sastopamas cilvéka zarnu trakta. ST ir salidzino$i jauna bakteriju gints, fecu
paraugos visbiezak sastopamas tadas sugas, ka piemeram, Alistipes finegoldii, Alistipes
indistinctus, Alistipes timonensis. Zinatniskie raksti liecina, ka $1 bakterija var biit gan labveliga,
gan kaitiga cilvéku veselibai. A. finegoldii suga tiek noverota pacientiem ar apendicita
sarezgljumiem, savukart A. timonensis - vesela zarnu mikrobioma. A. finegoldii parasti tiek
saistita ar hronisku zarnu iekaisumu un disbiozi (Parker et al. 2020). Presort paraugos ir
noverojams ar1 Rikenellaceae palielinats bakteriju Ipatsvars. Rikenellaceae bakteriju dzimta
parasti ir sastopama zarnu mikrobioma, tas ir tGdenradi raZojoSas bakterijas, kas selektivi
neitraliz€ citotoksiskos brivos skabekla radikalus un aizsarga Siinas no oksidativa stresa (Xie et
al. 2019).

Salidzinot sava starpa IgA+ un Presort paraugus péc tris méneSu metformina terapijas
(M3m) T2D pacientiem, tika identificétas palielinats Roseburia bakteriju ipatsvars Presort
paraugos un palielinats Proteobacteria ipatsvars slgA+ frakcija. Roseburia ir viena no
proteobakérijam, kas ir anaeroba un grampozitiva bakterija, kas produc€ resnaja zarnu trakta 1so
kézu taukskabes - butiratu. Zinatniskas publikacijas liecina, ka R.intestinalis noverS zarnu
ickaisumu un uztur energijas homeostazi, razojot metabolitus (Nie et al. 2021). Fermentg&jot
piruvatu un acetil-CoA, rodas plaSs metabolitu klasts, tostarp formiats, laktats un 1so k&zu
taukskabes. Etikskabe, propionskabe un sviestskabe ir visizplatitakas 1so kézu taukskabes, kas
atrodas cilvéka resnaja zarna, un tam ir izteikta fiziologiska ietekme uz veselibu. Konkréti,
kolonociti var oksidét butiratu lidz CO2, kas palidz uzturét hipoksisku epit€liju un veicina
energijas homeostazi. Roseburia suga ir nozimiga cilvéka zarnu mikrobioma sastava, kas
fermenté sarezgitus polisaharidus lidz butiratam ka gala fermentacijas produktam, kas ietekme
cilvéka fiziologiju un kalpo ka energijas avots kolonocitiem (Hillman et al. 2020). Ka ar1
Roseburia var ietekmét dazadus vielmainas celus un ir saistita ar vairakam slimibam (tostarp
kairinatu zarnu sindromu, aptaukoSanos, T2D, nervu sist€mas stavokliem un alergijam
(Tamanai-Shacoori et al. 2017). Roseburia ir sastopama zarnu mikrobioma, kurai ir svariga loma
cilveku imunitaté un patofizilogija. Ta ir bakterija, kas visvairak razo butiratu cilvéku zarnu
trakta (Nie et al. 2021). Roseburia vairak sastopama Presort paraugos varétu biit tapec, kata
uztur homeostazi, veicinot zarnu epit€lija Stinu augSanu, palielinot proteinu ekspresiju un

darbojoties ka pretiekaisuma lidzeklim (Kant et al. 2016).
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Veicot zarnu mikrobioma paraugu analizi, sava starpa tika salidzinati veselo individu
paraugi divos laika punktos 1) MO pret M7d, ar statistiski nozimigiem identific€ja
Enterobacterales, Enterobacteriaceae, Proteobacteria un Gammaproteobacteria parstavjus,
kuriem ir noverojamas lielaks bakteriju Tpatsvars ned€lu peéc metformina terapijas.
Enterobacterales ir gramnegativu, sporas neveidojosu, fakultativi anaerobu, nijjinveida baktériju
karta, Gammaproteobacteria klasé (Centers for Disease Control and Prevention, 2021).
Enterobacterales ir sastopama vesela individa zarnu trakta. Infekcijas laika $Ts gints bakterijas
var ieklit glotu slani, izkltstot cauri glotadas barjerai (Amaretti et al. 2020). Turpinot salidzinat
veselo individu paraugus divos laika punktos 1) MO pret M7d, novérots palielinats Tpatsvars -
Eubacterium un Lachnospiraceae. Eubacterium veic zultsskabes un holesterina transformaciju
zarnas, tadgjadi veicinot to homeostazi. Zarnu disbioze ir saistita ar dazadam cilvéku slimibam
(Mukherjee et al. 2020). Lachnospiraceae pieder pie zarnu mikrobioma ta saukta “kodola”, kas
kolonizé zarnu liimenu kop$s dzimSanas un palielinas sugu bagatibas un to relativa daudzuma
zind saimniekorganisma dzives laika (Vacca et al. 2020). Zarnu mikrobioma komensalas
bakterijas, konkréti tievaja zarna, lielakoties ir parklatas ar IgA. Tas veicina zarnu homeostazi,
tiesi inhib€jot baktériju virulences pazimes un veicinot simbiozi starp bakterijam (Sterlin et al.
2020).

Petijuma ieklautas divas automatizétas DNS izdaliSanas negativas kontroles, kas lauj
izvertét automatizétas DNS izoleSanas procesa raduSos kontaminantus un nepiecieSamibas
gadfjuma tos izslégt no talakas datu analizes. Paraugu apstradé izmantotas negativas kontroles
tika apstradatas tapat ka visi pargjie paraugi, bet tiem netiek apzinati pievienots genétiskais
materials, tas tika aizvietots ar Gideni. Reagentu kontaminantus var noverot gan izdaliSanas
negativas kontrol€s, gan polimerazes kédes reakcijas negativas kontrol€s. Zinatniskaja literatiira
visbiezak sastopamie reagentu kontaminanti sakrit ar p&tijjuma iegitajam DNS izdaliSanas
negativajas kontrol€s identificétajiem. Iegiitajas negativajas kontrol€s bija sastopamas Ralstonia
un Sphingomonas. Ralstonia ir biezi sastopama polimerazes kédes reakcijas reagentu
piesarpotajs un var bt atrodama DNS izdaliSanas reagentu komplekta, kas var izraisit tas
kluidainu paradisanos analizes datos (Salter et al. 2014).

Nemot véra pétijuma dizaina specifiku, kas nodroSina tikai jaundiagnosticétu T2D

pacientu ieklauSanu pétijuma, mediciniski uzstaditais slimibas ilgums visiem T2D kohortas
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dalibniekiem ir lidzvertigs, tomeér, janem véra, ka pacienti nereti vérSas péc mediciniskas
palidzibas novéloti, lidz ar to patiesais diab&ta stazs nav zinams. Viens no galvenajiem S§1
petijuma trikumiem ir salidzinoSi neliels pétijuma dalibnieku skaits: 19 jaundiagnosticéto
pacientu un astoni veselie individi. Talakai datu analizei butu nepiecieSams ieklaut lielaku
peétamo paraugkopu. Salidzinos$i neliela pétijuma paraugkopa varétu bt ari viens no iemesliem
butisko atskiribu triikumam vairakos kontrastos. Tomér svarigi noradit, ka longitudinalais dizains
un tiesi jaundiagnosticéto T2D pacientu ieklauSana analiz€ ir butiskas priekSrocibas, kas lielaka
paraugkopa varétu palidzet atklat jaunus metformina, zarnu mikrobioma un sIgA mijiedarbibas
mehanismus.

Tiek uzskatits, ka novirzes imiinas atbildes reakcijas pret zarnu mikrobiomu ir galvenie
iekaisigo zarnu slimibas patogenézes virzitaji (Rengarajan et al. 2020). Tomér IgA un IgG
atbildes reakcija uz zarnu bakterijam zarnu slimibas un tas saistiba ar slimibu smagumu nav lidz
galam saprotama. Ka turpinajums $im pétjjumam un talakai rezultatu papildinasanai un jauno
izvirzito mérku sasniegSanai ir planots veikt detalizétaku IgA+ frakcijas izp&ti un papildus veikt
datu analizes solus, apskatot arT sekretora IgA limeni analiz€tajos paraugos. Bakalaura darba
rezultati tiks zinoti FEBS3+ konference, Latvijas un Lietuvas Biokimijas Biedriba. Darbu ir
planots turpinat, palielinot pétijjuma dalibnieku paraugkopu, ka ari apskatot ar IgG saistito

baktériju frakciju un tas iespéjamo lomu metformina terapijas efektos.
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1.

Secinajumi

Starp visparéjo mikrobioma kompoziciju (Presort paraugi) un IgA+ bakteriju frakcijam
nav novérojamas bitiskas atSkiribas ieks§€ja daudzveidiba.

T2D pacientiem noverojamas atskiribas salidzinot visparéjo mikrobioma sastavu
(Presort) un IgA+ baktériju frakciju MO un M3m paraugos, kas liecina par iesp&jamu
specifisku metformina ietekmi uz IgA saistiSanos ar zarnu mikrobioma parstavjiem.
Veseliem individiem metformina lietoSanas laika sIgA+ frakcija ir noverojama
Enterobacterales, Proteobacteria un Gammaproteobacteria 1patsvara palielinasanas, kas
norada uz saimniekorganisma mijiedarbibu ar zarnu mikrobiomu, ko varétu mediét tiesi

metformina lietoSana.
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Pateicibas

Izsaku pateicibu darba vaditajam Ilzei Elberei un Montai Brivibai par palidzibu un
ieteikumiem darba izstrade, ka arT padomiem gan teor&tiskaja, gan praktiskaja darbiba. Laurai
Ansonei par zinatniskam konsultacijam un padomu sniegSanu. Ligai Birzniecei un Guntaram
Zarinam par padomiem un praktisku palidzibu darba. Velos pateikties arT Latvijas Biomedicinas
petijumu un studiju centram par iesp&ju izstradat kursa darbu. Liels paldies Latvijas Genoma
centra laboratorijai par paraugu sekvenéSanu un Latvijas Biomedicinas pétijjumu un studiju

centra IT un Bioinformatikas servisa centram par sekvengSanas datu apstradi.

Petijums tika izstradats Latvijas Biomedicinas pétijjumu un studiju centra Eiropas
Regionala attistibas fonda (ERAF) Projekts Nr.: 1.1.1.1/19/A/036 “Sekretora IgA un zarnu

mikrobioma mijiedarbiba un dinamika antidiab&tiskas terapijas laika”.
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1.pielikums

F&cu parauga ievakSanas instrukcija

Mikrobioma parauga ievak§anas instrukcija.

Fec¢u paraugu ievikSanai Jums ir izsniegti divi speciali tam paredzéti (kodgti) stobrini ar etiketém un

FecesCather salvete. Abi stobrini paredzeti parauga panemsanai no viena fé¢u parauga!

levacot féfu paraugus, lidzam ievérot:
P Ligums ieplanot fééu paraugu ievakianu péc uztura dienasgramatas aizpildifanas un péc
iespéjas tuvak vizites laikam medicinas iestadé!
P Lai iegltu ticamus pétijumu rezultatus, fé¢u paraugs nedrikst nonakt saskaré ar tualetes poda
virsmu, urinu, Odeni un tiriéanas lidzek|iem!

P Abiem stobriniem uz etiketém tam paredzétajas vietas, lGdzu, uzrakstiet paraugu ievak&anas
datumu un laiku!

P Stobrinus uzglabajiet istabas temperatiira un péc iespéjas saka laika nogadajiet tos attiecigaja
medicinas iestadé (ieteicams teko3aja vai nakamaja dien3, t.i. ~24h laika).

FecesCather salvete padara vieglaku fé¢u paraugu iegiifanu. Tas ir viegli un higieniski!

FecesCather salveti izmanto $adi:

1.

e

Nomazgajiet rokas pirms sikat parauga ievakSanu.

Atveriet FecesCather salveti virziend, kur§ noradits ar bultinam.

Pielimgjiet FecesCather salveti pie tualetes poda sédekla, ka tas ir paradits 1.attela.
Izvarieties no féu parauga saskares ar tualetes poda tideni.

Pec defekacijas, panemiet fédu paraugu, ka tas ir paradits 2.attela:

» Atskriivgjiet specialo stobrinu un ar taja ievietoto karotiti panemiet nelielu daudzumu fgéu
no vismaz tris dazadam vietam un dziluma (aptuveni vienu piekto dalu (1/5) no stobrina
tilpuma). Stobrinu ciesi aizskruvgjiet;

e Uzrakstiet uz stobrina ievakianas datumu un laiku;

» Atkartojiet parauga ievakSanu ar otru stobrinu;

P&c fEcu parauga panemsanas, atlimgjiet FecesCather salveti un savienojiet abas salvetes malas
kopa.

Iemetiet FecesCather salveti tualetes poda, pagaidiet, kamér ta klast miksta, tad noskalojiet to.
Ievietojiet abus specidlos stobrinus necaurspidigaja un Gdens-necaurlaidigajd maising, ciedi
aizvelciet ciet. Riipigi nomazgajiet rokas. Nogéadajiet necaurspidigo maisinu ar fé¢u paraugiem
kopa ar aizpilditajiem dokumentiem medicinas iestadé 24 stundu laika.
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