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levads

Kardiometabolas slimibas, kuras ietilpst sirds un asinsvadu slimibas, ka
arT metabolie traucgjumi, piemeram, aptaukosanas un diab&ts, joprojam ir
galvenais naves célonis pasaulé. Papildus dazadiem iepriek$ identificétiem
biomarkieriem pédéjo gadu pétijumi norada uz potencialu saikni starp
paaugstinatiem trimetilamina N-oksida (TMAO) limeniem un aterosklerozes
attistibu (Wang et al., 2011; Koeth et al., 2013), 2. tipa diab&tu (Dambrova et al.,
2016), sirds mazsp&jas smaguma pakapi (Tang et al., 2014) un navi sakara ar
batiskiem nevélamiem kardiovaskularajiem notikumiem (BNKN) (Treseid
etal., 2015). TMAO ir metabolits, kas veidojas zarnu mikrobioma metabolisma
ierosinatu procesu rezultata. Sakotngji uzturvielas, piem&ram, karnitinu un
holiu, metaboliz€ zarnu bakterijas, veidojot trimetilaminu (TMA), ko p&c tam
saimniekorganisma aknu enzimi oksid€ Iidz TMAO.

Prekliniskos pétijumos ir paradits, ka TMAO veicina iekaisumu (Seldin
etal., 2016; Sun et al., 2016) un oksidativo stresu (Li et al., 2017; Ke et al.,
2018). Turklat tas kave reverso holesterina transportu (Koeth et al., 2013) un
paaugstina trombozes risku (Zhu et al., 2016). Tomér konkréti TMAO
ietekmétie molekularie mehanismi un ta kauzala loma kardiometabolo slimibu
patogengzeé joprojam nav pilnigi skaidra. S7iemesla dél padzilinata izpratne par
TMAO ietekm@tajiem signalceliem un potencialo terapeitisko merku
identificé8ana TMAO Iimenu reguléSanai var sniegt jaunu informaciju
kardiometabolo slimibu profilaksei un arsté$anai.

Kaut gan vairaki prekliniskie pétjjumi ir noradijusi, ka paaugstinati
TMAO limeni var veicinat kardiometabolo slimibu attistibu, ir zinots ar par
pretrunigiem rezultatiem (Zeisel and Warrier, 2017). Piem&ram, dazos p&tijumos
nav izdevies pieradit saistibu starp paaugstinatiem TMAO limeniem plazma un
sirds un asinsvadu slimibu risku (Andraos et al., 2021; Koay et al., 2021),

savukart citi pat zino par protektiviem efektiem péc ilgstosi paaugstinatas



TMAO koncentracijas prekliniskajos modelos (Huc et al., 2018; Gawrys-
Kopczynska et al., 2020). Lidz ar to ir nepiecieSami pétijumi, lai padzilinati
izprastu sarezgito mijiedarbibu starp TMAO, zarnu mikrobiomu un
saimniekorganisma metabolismu (Silke et al., 2021) kardiometabolo slimibu
attistibas procesa.

Lai skaidrotu §is pretrunas un sniegtu plasaku izpratni par TMAO nozimi
kardiometabolaja veseliba, ka ari pétitu potencialas stratégijas TMAO limena

regulacijai, nepiecieSami turpmaki petijumi.

Darba meérkis
Petit TMAO ietekmétos molekularos signalcelus kardiometabolo slimibu

patogenéze un identificét potencialas stratégijas TMAO limena regulacijai.

Darba uzdevumi

Promocijas darba merka sasniegSanai izvirziti $adi uzdevumi:

1. Peétit paaugstinata TMAO limena akatos efektus ex vivo un in vivo
eksperimentalajos modelos, kas raksturo sirds un asinsvadu
funkcionalitati;

2. Petit ilgtermina paaugstinata TMAO limena ietekmi eksperimentala
laba kambara sirds mazsp&jas model;

3. Izveértét metformina potencialu TMAO limena regulacijai 2. tipa
diab&ta eksperimentalaja model;

4. Izpétit un novertét badosanas imitgjosas diétas efektivitati TMAO

Iimena samazinaSanai.

Darba hipotezes

e  Paaugstinats TMAO limenis var aktivét signalcelus, kas ir iesaistiti

kardiovaskularo un metabolo slimibu patogenéze.



e  TMAO limeni plazma var ietekmét, izmantojot gan uztura stratégiju,

gan farmakologisku pieeju.

Darba novitate

Saikne starp TMAQO limeni un kardiovaskularo slimibu risku pirmo reizi
tika min&ta 2011. gada, strauji audzgjot zinatnisko interesi par $o biomarkieri.
Sobrid ik gadu tiek publicéti vairak neka 300 raksti ar atslégvardu “TMAO”. Lai
gan sakotngji gandriz visi prekliniskie p&tijumi zinoja par TMAOQO negativajiem
efektiem kardiovaskularo un metabolo slimibu modelos, nesen ir publicéti
pétijumi, kas zino ari par TMAO protektivajiem efektiem.

Sajas tézés més esam centusies identificét atskirigos efektus, ko izraisa
TMAO koncentracijas palielina§anas akiiti un ilgtermina. Seit apkopota
informacija norada, ka TMAO loma kardiometabolo slimibu patogenéze ir
atkariga no konkrétiem apstakliem un organu sisttmam, ka arT no
ekspozicijas ilguma.

Neskatoties uz pretrunigajiem rezultatiem par paaugstinatu TMAO
limenu kaitigumu, pastav picaugosa interese par Stratégijam, kas mérketas uz
TMAO limenu samazinaSanu, it pas§i modul&jot zarnu mikrobiomu, kas ir
biitisks posms TMAO biosintézes cela. Saja pétijuma prezentétie rezultati
liecina, ka metformina lietoSana ietekm& zarnu mikrobioma sastavu un spgj
samazinat TMA raSanas atrumu. Konteksta ar to, ka pacientiem ar
kardiovaskularajam un metabolajam slimibam kliniski nozimigu rezultatu
sasniegSanai biezi tiek rekomend@ts ieviest ari dzivesveida izmainas, misu
rezultati liecina par to, ka badoSanos imit€josa di€ta var palidzét samazinat
kardiovaskularo risku, uzlabojot vielmainas parametrus un samazinot TMAO

ITmenus asinis.



1. Metodes

1.1. Akitie TMAO efekti eksperimentalajos ex vivo un
in vivo kardiovaskularas funkcionalitates modelos

1.1.1. Reagenti

TMAO dihidrats tika iegadats no Alfa Aesar (Kandele, Vacija). Natrija
pentobarbitala (Dorminal) $kidums tika iegadats no Alfasan (Virdene,
Niderlande). Heparina natrijs tika iegadats no Panpharma (Fuzéra, Francija).
Acetonitrils un metanols tika iegadati no Merck (Darmstate, Vacija), un 98 %
skudrskabe tika iegadata no Fluka (Buhsa, Sveice). Izoflurans tika iegadats
Chemical Point (Deisenhofene, Vacija). Visi pargjie izmantotie reagenti tika

iegadati no Sigma-Aldrich (Snelldorfa, Vacija).

1.1.2. Eksperimenta dzivnieki

Trisdesmit Wistar zurku tevini tika iegadati no Tartu Universitates
laboratorijas Dzivnieku centra (Tartu, lgaunija). TMAO limena noteikSanai
miokarda un asinsvadu audos tika izmantotas 12 zurkas. SesSas zurkas tika
izmantotas, lai noteiktu TMAO ietekmi uz asinsvadu reaktivitati péc inkubacijas
TMAO saturosa (100 pM) buferskiduma, un 12 zurkas tika izmantotas izol&tas
sirds eksperimentos, lai noteiktu sirds funkcionalitati un infarkta izm&ru pec
perfuzijas ar 1 mM TMAO saturo$u buferskidumu.

Lai iegiitu sirds un asinsvadu audus ex vivo eksperimentiem, zurkas tika
anestez€tas ar natrija pentobarbitala (60 mg/kg) un heparina (1000 SV/kg)
intraperitonealu injekciju. P&c anestezijas iedarbosanas kriiskurvis tika atverts un
sirds kopa ar aortu tika izgrieztas un ievietotas ledus auksta Krebs-Henseleit
(K- H) buferskiduma (sastavs (mmol/L): NaCl 118, CaCl, 2,5, MgCl, 1,64,
NaHCO; 24,88, KH,PO4 1,18, glikoze 10, un EDTA 0,05; pH 7,4 37 °C

temperatiira) lidz talakai audu apstradei.
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1.1.3. TMAO akumulacijas noteik§ana

Zurku sirdis tika perfuzétas, un aortu gredzeni no katra dzivnieka ieméerkti
K-H bufer§kiduma ar TMAO pievienoSanu vai bez ta (100 uM gala
koncentracija). Péc vienas stundas perfuzijas vai inkubacijas audu gabali tika
noskaloti, lai atbrivotos no TMAOQO saturosa buferskiduma atlikuma, un audi tika

sagatavoti TMAO limenu mérjjumiem.

1.1.4. Vaskularas reaktivitates merijumi

Aortas reaktivitates izvert€§jumam tika izmantota iepriek§ aprakstita
metode (Vilskersts et al., 2015). Isuma, izgriezta zurku krii§u aorta tika sadalita
3-4 mm gredzenos, kas tika ievietoti starp diviem nerfis€josa t€rauda akiem
10 ml organu vanna, piepildita ar K-H bufera skidumu, piesatinatu ar 95 % O,
un 5% CO,. No viena dzivnieka tika sagatavoti Cetri paralélie paraugi. Katra
aortu gredzena maksimala kontrakcijas spéka noteik$anai tika pievienots 60 mM
kalija hlorids. Péc noskalo$anas pusei aortu gredzenu uz vienu stundu tika
pievienots 100 uM TMAO. P&c tam aortas gredzeni tika vélreiz noskaloti ar
bufer§skidumu un prekontrahéti ar fenilefrinu lidz 70-80 % no maksimala
kontrakcijas speka. Endotélija atkariga relaksacija tika novértéta, pievienojot
kumulativas acetilholina (Ach) koncentracijas (10 lidz 10 mol/L). Endotelija
neatkariga relaksacija tika novertéta, pievienojot kumulativas natrija nitroprusida
(SNP) koncentracijas (1071 Iidz 10> mol/L).

Apzarpa art€rijas gredzenus sagatavoja atbilstosi iepriek§ aprakstitai
metodei (Bridges et al., 2011). Turpmaka endotélija atkarigas un neatkarigas
funkcijas izvertéSana péc inkubacijas ar 100 pM TMAO tika veikta tapat ka

aortai.
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1.1.5. EXx vivo izolétas sirds funkcijas izvertejums

un izolétas sirds infarkta modelis

Izolétas sirds infarktu veikSanai izmantoja Langendorfa metodi un
iepriek§ aprakstitu protokolu (Kuka et al., 2012) ar dazam modifikacijam.
Infarktu eksperimentiem Zurku sirdis tika perfuzétas ar K-H buferskidumu ar vai
bez 1 mM TMAO pievienosanas, izmantojot konstantu 60 mmHg perfuzijas
spiedienu. Sirds ritmu, kreisa kambara beigu diastolisko spiedienu un kreisa
kambara attistito spiedienu (LVDP) registréja nepartraukti. Koronaro plasmu
mérija, izmantojot ultraskanas pliismas detektoru (HSE) un PowerLab sistemu
no AD Instruments (Sidneja, Australija). Izolétas zurku sirdis adapt&ja 30 min.,
tad uz 30 min. okludgja kreiso lejupejoso koronaro artériju, kam sekoja 120 min.
reperfuizija. Talaka analize tika veikta, ka aprakstits iepriek§ (Liepinsh et al.,
2022). Tsuma, kreiso lejupejoso koronaro artériju atkal okludgja un perfuzeja ar
0,1 % metileénzila $kidumu. Péc tam sirds tika sagriezta 2 mm biezos
Skersgriezumos, apstradata ar trifeniltetrazolija hloridu un fotograféta. Datoriz&ta
planimetriska attélu analize tika veikta, izmantojot Image-Pro Plus
v6.3 programmu (Media Cybernetics Inc., Rokvilla, ASV), lai noteiktu riska
zonas un nekrozes zonas laukumu. Laukums tika izteikts ka procentuala dala no
visa kreisa kambara laukuma. Infarkta izmérs tika aprekinats ka procentuala dala
no riska zonas atbilstoSi formulai: Infarkta izmérs = Nekrozes zona/Riska

zona x 100 %.

1.2. Ilgtermina TMAO ievadiSana eksperimentalaja laba
kambara sirds mazsp&jas modelt Zurkas

1.2.1. Eksperimenta dzivnieki

Wistar zurku tévini (n = 40) (6-8 ned&las veci) tika iegadati no Tartu
Universitates laboratorijas Dzivnieku centra (Tartu, Igaunija). Balstoties uz

iepriekS€jiem eksperimentiem, kuros izveértg§jam laba kambara (LK)
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funkcionalitati, tika nolemts, ka batu nepiecieSsami 8-10 dzivnieki grupa, lai
sasniegtu statistiski nozimigus rezultatus paredzamas interindividualas
variabilitates del. Tapec petjjumam tika izvelets dzivnieku skaits grupa n = 10.
Dati no iepriek§ veiktajiem mitohondriju funkcionalitates mérfjjumiem tika
izmantoti statistiskas jaudas aprékiniem (GPower programma, Diseldorfa,
Vacija). Aprekini liecinaja, ka mitohondriju funkcionalitates mérjjumiem
nepiecieSami 5-6 paraugi no katras grupas, lai sasniegtu rezultatus ar vélamo

statistisko jaudu > 0,95.

1.2.2. Eksperimenta dizains

ST pétijuma mérkis bija izpétit ilgtermina TMAO lietoSanas ietekmi
eksperimentalaja Zurku modeli, izraisot sirds LK disfunkciju. Merka
sasniegSanai tika nolemts izmantot monokrotalina (MCT) izraisito LK sirds
mazspé&jas modeli. Lai atdarinatu hroniski paaugstinatu TMAO Iimeni plazma un
audos, eksperimenta dzivniekiem TMAO tika dots jau 10 ned€las pirms MCT
injekcijas. P&étljuma dizaina shéma ir paradita 1.1. att€la. Eksperimentalos
dzivniekus randomizg&ti sadalija Cetras grupas: kontroles grupa (n = 10), TMAO
grupa (n = 10), MCT grupa (n = 10) un TMAO + MCT grupa (n = 10). TMAO
grupas un TMAO + MCT grupas dzivnieki sanéma TMAO deva 120 mg/kg
dzeramaja tident katru dienu 10 ned@lu garuma. Lai izraisitu plausu hipertensiju
un sirds LK remodelésanu un disfunkciju, MCT grupas un TMAO + MCT
grupas dzivniekiem tika veikta viena zemadas MCT (Sigma-Aldrich, Snelldorfa,
Vacija) injekcija deva 60 mg/kg. TMAO pievienosana dzeramajam tidenim tika
turpinata Iidz eksperimenta beigam abam grupam, kas arT iepriek§ sanema
TMAO. Nemot véra, ka laiks no MCT injekcijas lidz sirds LK mazspgjas
attistibai butiski atSkiras (Hardziyenka et al., 2006), balstoties uz misu
pilotpétijumiem $aja modeli, tika izvéléts Cetru nedelu laika punkts peéc MCT

injekcijas, lai novertetu sirds LK funkcionalitati ar ehokardiografiju un veiktu

13



invazivu tieSo sirds LK spiediena merjjumu. P&c sirds funkcionalitates
novertejuma dzivnieki tika eitanazeti un ievakti LK audu un plazmas paraugi,
kas tika uzglabati —80 °C temperattira 1idz turpmakai analizei. Papildus tika

veikti mitohondriju funkcionalitates pé&tfjumi, izmantojot sirds LK muskulu

Skiedras.
10 zurkas
B N,a € Kontrole
20 #urkas injckeija
‘ Dzeramais adens, 10 nedslas > 10 7urkas ‘ Dzceramais tdens, 4 nedtlas >
MCT 60 @g/kg mMCT
injekeija
( f‘i& ): 10 zurkas
o 7
G TMAO
20 Zurkas i
[ 1MAO 120 me/kg, 10 nedalas > 10 7urkas [ TMAO 120 mgikg, 4 nadé!aq>
NS EYe TMAQ+MCT
injekcija

1.1. attels. Shematisks pétijuma dizaina attélojums

1.2.3. Ehokardiografijas izmekléjums un tiesa

LK spiediena merijums

Zurkas tika anestezgtas, izmantojot 5 % izoflurana un skabekla gazu
maistjumu. P&c anestézijas iedarbosanas izoflurana koncentracija tika
samazinata lidz 2,5 %. Eksperimentalie dzivnieki tika novietoti horizontala
pozicija un kriskurvis un augsgja védera dala tika noskiita. Dzivnieki tika
pieslégti Philips iE33 ultrasonografam (Philips Healthcare, Andovera, ASV), lai
registrétu EKG no II novadijuma. Tad Zurku novietoja uz kreisa sana, un,
izmantojot Philips S12-4 detektoru (Philips Healthcare, Andovera, ASV), no
apikala skatpunkta tika ierakstits ¢etru kambaru skats. Elektrokardiogramma tika
izmantota, lai noteiktu precizu LK sistoles un diastoles laiku, registréjot LK
beigu diastolisko laukumu un LK beigu sistolisko laukumu. Sie mérijumi talak

tika izmantoti laukuma izmainu frakcijas aprékinam.
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Péc chokardiografijas izveértéjuma tika veikts invazivs tiesais LK
spiediena mérijums. Anestez&tas zurkas intubgja, izmantojot 16 G intravenozu
katetru, un mehaniski ventilgja ar 2 % izoflurana un skabekla gazu maisijumu
(1,5ml/100 g). Péc tam tika atvérts védera dobums un veikts iegriezums
diafragma, lai atklatu pleiras dobumu. Kraskurvja abas puses tika veikts
izgriezums ribas, lai pieklatu sirdij. Spiediena detektors (AD Instruments,
Sidneja, Australija) tika pievienots 18 G adatai un ievietots laba kambara dobuma
caur sirds galotni. LK spiediens tika mérits lidz stabilai spiediena

radfjuma iegliSanai.

1.2.4. Mitohondriju funkcionalitates mérijumi permeabilizétas

sirds LK muskulu $kiedras

Mitohondriju funkcijas izveértgjums tika veikts permeabilizétas LK sirds
muskulu $kiedras, kas sagatavotas pec iepriek$ aprakstitas metodes (Kuka et al.,
2012). Mitohondriju funkcionalitates mérfjumi tika veikti MiR05 vide (110 mM
saharoze, 60 mM K-laktobionats, 0,5 mM EGTA, 3 mM MgCl,, 20 mM taurins,
10 MM KH3PO4, 20 mM HEPES, pH 7,1, 0,1 % no taukskab&ém brivs vérsa
seruma albumins) 37 °C temperatiira, izmatojot oksigrafu Oxygraph-2k (O2k;
Oroboros Instruments, Insbruka, Austrija). Sie eksperimenti tika veikti,
izmantojot iepriek§ aprakstitu respirometrijas protokolu (Makrecka-Kuka
et al., 2020).

Lai noteiktu katra energijas substrata ieguldijumu mitohondriju skabekla
patérina atruma, plismas kontroles koeficienti tika aprekinati péc $adas

formulas:

ElpoSanas atrums pirms substrata pievienosanas

Elpo$anas atrums péc substrata pievienosanas
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1.2.5. RNS izolesana un qPKR analize

Kopgjais RNS no LK audiem tika izoléts, izmantojot TRI reagentu
(Sigma, Sentluisa, ASV) atbilsto$i razotaja instrukcijam. cDNS sintéze tika
veikta, izmantojot komerciali pieejamu augstas ietilpibas c¢cDNS reversas
transkripcijas reagentu komplektu (Applied Biosystems, Fostersitija, ASV)
atbilstoS$i razotaja instrukcijam. Kvantitativas polimerazes k&des reakcijas
(qPKR) maisTjums sastavéja no SYBR® Green fluorescentas krasvielas (Applied
Biosystems, Fostersitija, ASV), sintezéta parauga CDNS un praimeriem, kas
specifiski BNP, aMHC un SMHC géniem. Sie géni tika izveléti, lai raksturotu
sirds mazspé&jas smaguma pakapi un miokarda hipertrofiju. Reakcija tika veikta
Prism 7500 ierice (Applied Biosystems, Fostersitija, ASV) atbilstosi razotaja
rekomend@tajam protokolam. Relativie génu ekspresijas ltmeni tika aprékinati
pec AACt metodes un normalizéti pret VCP geéna ekspresijas limeni.
Eksperimenta izmantoto qPKR analizes praimeru sekvences apkopotas

1.1. tabula.

1.1. tabula
qPKR izmantoto praimeru sekvences
.Géna Pilnais nosaukums Praimeru sekvence (5'->3")
simbols
VCP Valozi turogais protet F- AATATTTGACAAGGCACGACAAG
alozinu saturosais Proteins "o =~ 5 G TTGGTAGCTCCAATGAT
BNP B tipa natrijurctiskais peptids F- TAGCCAGTCTCCAGAGCAATTC

R- TTGGTCCTTCAAGAGCTGTCTC
F- CTCCATCTCTGACAACGCCTATC
R- CTCCGGATTCTCCAGTGATGA
F- GGAGCTGATGCACCTGTAGACA
R- AGTGCGGACACGGTCTGAA

oMHC Smagas kedes miozins 6

PMHC Smagas kédes miozins 7
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1.3. Metformina ietekme uz TMAO Iimeni eksperimentala
pelu 2. tipa diabeta model

1.3.1. Eksperimenta dzivnieki un pétijjuma dizains

Se$padsmit db/db (BKS.Cg-+Leprdb/+Leprdb/OlaHsd) pelu tévini un
10 nediabgtiski db/Lean (db/+ (BKS.Cg-+Leprdb/+/OlaHsd)) pelu tevini
(10 nedgelas veci) tika iegadati no Envigo (Venreja, Niderlande). Db/db peles tika
randomiz&ti sadalitas divas grupas un sanéma vai nu tdeni (db/db kontroles
grupa, n=38), vai metformina $kidumu deva 250 mg/kg (db/db metformina
grupa, n = 8) astonas nedglas. Db/Lean peles (n = 10) tika izmantotas ka veselas
kontroles (1.2.A attgls). Plazmas paraugi tika ievakti etras un astonas nedélas
péc eksperimenta sakuma.

Balstoties uz rezultatiem, kas ieglti pirmaja eksperimenta dala,
eksperimenta turpinagjumam tika iegadati vél 30 db/db pelu tevini un
10 nediabgtiski db/Lean pelu tevini (10 ned€las veci) (Envigo (Venreja,
Niderlande)). ST eksperimenta galvenais mérkis bija noskaidrot metformina
efektivitati paaugstinatas TMAO prekursoru uznemsanas gadijuma. Holins tika
izvelets ka visbiezak partika sastopamais TMAO prekursors. Db/db peles tika
randomizgeti sadalitas trijas grupas un cetras nedélas sanéma ikdienas devu ar
tideni (db/db kontrole, n = 10), 0,5 % holina §kidumu dzeramaja tident (db/db +
holins, n=10) vai 0,5% holina $kidumu dzeramaja Gdeni un 250 mg/kg
metformina (db/db + holins + metformins, n=10). Db/Lean peles (n=10)
kalpoja ka vesela kontrole (1.2.B attéls). Péc Cetram nedélam peles sanéma
holinu bolus deva (100 mg/kg), lai novertetu kopg&jo TMAO razosanas kapacitati,
ka arT metformina sp&ju ietekmét TMAO Iimenus akiitas prekursoru slodzes
gadijuma. Plazmas paraugi tika ievakti tiesi pirms un divas stundas p&c holina

slodzes testa. Paraugi tika glabati —80 °C temperatura lidz talakai analizei.
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A f Plazmas paraugu ievik3ana péc
Ve db/Lean n-10 e====) Vesclas kontroles peles 4 un 8 nedélam

db/db n=8 === Diab&ta kontrole peles + TMAO limena mérijums
- db/db + metformins n=§ e=== Diabétiskas pcles, kam papildus dots +  Plazmas biokimisko parametru

metformins (250 mg/kg 8 nedélas)

mértjumi J

B / db/Lean n=10  ====) Veselas kontroles peles PIaLm_a_s paraueticyakians pﬂ\
4 nedélam
db/db n=10 === Diabéta kontrole peles Plazmas paraugu ievikSana péc
db/db + holins n=10 Diabé&tiska peles, kam papildus dots holina slodzes testa
holins + TMAO limena mérijums

db/db + holins +

=== Diabétiskas peles, kam papildus dots
metformins n=10

holins un metformins (250 mg/kg) Fetu paraugu ievakiana

C / Klebsiella pneumoniae R = ~ Baktériju auglanas dtruma \
e KultivéSana ar/bez metformina TS e
Proteus mirabilis izvértéjums
(27 mM) 8 stundas 5 —_
TMA producélanas mérijums

\a’ Anaerobi apstakli TMA-liazes aktivitites mérijums
Dazidi oglekla avoti Géenu ekspresijas mérijumi
K. pneumoniae- baki€rija, kas metabolizg vairdkus tre$gjos aminus P. mirabilis- tikai holinu metaboliz€josa baktérija

1.2. attéls. Pétijuma dizaina shematisks attélojums

1.3.2. Bakterialas kultiiras, TMA razoSanas izvértejums

Lai novertétu bakteriju sp&ju razot TMA, tika izmantotas divas baktériju
sugas: Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) (ieglitas no Latvijas
Mikroorganismu kultiru kolekcijas (LMKK), celma numurs 535) un Proteus
mirabilis (P. mirabilis) (LMKK, celma numurs 590). Lai parbauditu metformina
ietekmi uz TMA razoSanu no holina, bakterijas tika audzgtas standarta apstaklos,
pievienojot 27 mM holinu ka vienigo oglekla avotu, 27 mM metforminu vai bez
ta pievienosanas (1.2.C attéls). Sada metformina koncentracija izvéléta tapec, ka
ta atspogulo zalu limeni, kas var€tu tikt sasniegts zarnas p&c augstas (> 850 mg)
metformina devas lietosanas pacientiem (Bailey, Wilcock and Scarpello, 2008;
Proctor, Bourdet and Thakker, 2008).

Bakterijas tika audz@tas anaerobos apstaklos p&c iepriek§ aprakstitas
metodes (Kuka et al., 2014). Paraugi tika ievakti ¢etras un astonas stundas péc
inkubacijas sakuma, fiks€jot tos ar 5% skudrskabi un centrifuggjot.

Virsnogul$nu §kidums tika savakts un uzglabats (—80 °C) turpmakam analizém.
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Metformina ietekmi uz baktériju augSanu novért€ja, spektrofotometriski
fiksgjot K. pneumoniae un P. mirabilis augSanas dinamiku anaerobas mégenés
(Seim et al., 1982). Isuma, bakteriju $iinas tika audzétas, izmantojot glikozi ka
vienigo oglekla avotu. Siinas tika savaktas, centrifugStas, noskalotas un
resuspend@tas svaiga augSanas vidg, kas satur vai nu glikozi, vai holinu (27 mM),
ar metformina (27 mM) klatbiitni vai bez tas. Skidruma hromatografijas
pudelites tika piepilditas ar mikrobu suspensiju, hermetiski noslégtas un atstatas
inkubéties +37 °C temperattra. Mikrobu suspensiju absorbcijas mérijumi tika
iegati, izmantojot WPA kolorimetru (Biochrom, Apvienota Karaliste), kas

iestatits uz 595 nm vilna garumu.

1.4. BadoSanos imitéjosa dicta ka dzivesveida stratégija
TMAO Ilmenu regulacijai

1.4.1. Pétijuma dalibnieki

Uztura intervences petijjuma tika iesaistiti 44 brivpratigie, kas neieveéro
specifiskas uztura strat€gijas (vis€daji). Pirms pétijuma uzsaksanas tika veiktas
asins analizes visu brivpratigo vispargjas veselibas noveértésanai. Izsl€gsanas
kriteriji bija $adi: kermena masas indekss < 18,5 kg/m?; asins analizu rezultati,
kas norada uz smagam veselibas problémam; antibiotiku, probiotiku vai TMAO
prekursorus saturo$u uztura bagatinataju lietoSana péd&jo divu ménesu laika
pirms uztura intervences uzsakSanas. Visiem brivpratigajiem tika sniegta
informacija par pétijuma mérki un norises gaitu. Brivpratigo atlase un p&tijjuma

veikSana norisinajas no 2019. gada decembra I1dz 2021. gada jiinijam.
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1.4.2. Petijuma dizains

Pétfjuma dizaina shematisks att€lojums apkopts 1.3. attéla. Sakotngjie
antropometriskie mérfjumi un biokimiskas analizes tika veiktas pirms planotas
uztura intervences tuk$a dusa. Visiem dalibniekiem tika liigts partraukt partikas
uznemsanu vismaz > 10 stundas pirms asins paraugu nemsanas, $aja laika bija
atlauts dzert tikai Gdeni. Ta ka zivju patérin$ varetu ietekmét TMAO Iimena
mérjumus, dalibniekiem tika Ifigts attur€ties no zivju un juras velSu patrina
divas dienas pirms paraugu nemsanas. Petfjums tika veikts ka paralélu grupu
pétijums, un dalibnieki uz piecam dienam tika ieklauti vai nu references grupa
(VEQG), vai badosanos imitgjosas dictas (FMD) grupa. TukSas dusas glikozes
merijums tika izvelets ka galvenais parametrs dalibnieku randomizacijai.

FMD ka uztura rezims balstijas uz planu, kuru izstradajis prof. Valters
D. Longo un vina zinatniska grupa (Brandhorst et al., 2015). Isuma, FMD grupas
dalibnieki tika paklauti piecu dienu ditai ar samazinatu kaloriju daudzumu, kas
nodrosindja 34-54 % no parasta kaloriju daudzuma uznemsSanas (aptuveni
1100 kcal pirmaja diena un aptuveni 800 kcal Cetras nakamajas dienas). FMD
grupas dalibniekiem tika liugts galvenokart uzpemt saliktos oglhidratus un
nepiesatinatos taukus, bet ierobezot olbaltumvielu uznemsanu (vélama kaloriju
uznemsana ar §Tm baribas vielam tika sadalita $adi: attiecigi 40—45 %; 45-50 %;
10-15 %). FMD grupas brivpratigo dalibnieku &dienkarte galvenokart sastaveja
no darzeniem, séklam, riekstiem un augu ellam. PakSaugi bija atlauti tikai

pirmaja diena, jo tie tiek uzskatiti par olbaltumvielu avotu.
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43 veseli brivpratigie
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L MEerTjumi pirms intervences
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(lerastais uzturs + darzeni

(VEG)
N=19 N=24

‘ BadoS$anos imitéjosa dicta
(FMD)

fit & B

1.3. attels. Pétijuma dizaina shematisks attélojums

[ Mérijumi péc intervences J

Brivpratigajiem, kas tika ieklauti VEG grupa, tika lugts ievérot ierastos
uztura paradumus, tacu uztura papildus ieklaut Cetras porcijas (katra aptuveni
100-125 grami) darzenu diena. Nekadu papildu ierobezojumu porciju izmera,
uznemto kaloriju daudzuma vai uzturvielu izvéles zina §is grupas brivpratigajiem
nebija.

P&c piecu dienu uztura intervences pétijuma dalibnieki tika nosvérti un

asins paraugi tika ievakti tuksa dasa.

1.4.3. Biokimisko parametru meérijumi

Asins paraugu vaksana tika veikta tuksa dasa, tiesi pirms planotas uztura
intervences un nakamaja rita péc piecu dienu uztura reZima ievérosanas. legitie
paraugi tika glabati ledi un nogadati SIA “E. GULBJA LABORATORIJA”
(Latvijas Nacionalais akreditacijas birojs, akreditacijas Nr. M-365) divu stundu
laika.
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1.5. TMA un TMAO meérijumi ar UPLC/MS/MS

TMA koncentraciju mérjumi tika veikti III publikacijas ietvaros,
savukart TMAO koncentraciju mérjjumi veikti visu t&€z8s ieklauto
publikaciju ietvaros.

TMA kvantifikacija tika veikta ar augstas izSkirtspgjas Skidruma
hromatografija ar sekojosu tandéma spektrometriju (UPLC/MS/MS), izmantojot
pozitivas uzladesanas elektroizsmidzinasanas jonizaciju, p&c ieprieks aprakstitas
metodes (Kuka et al., 2014). TMAO kvantifikacija tika veikta ar UPLC/MS/MS,
izmantojot pozitivas uzladésanas elektroizsmidzinasanas jonizaciju, p&c ieprieks

aprakstitas metodes (Dambrova et al., 2013; Grinberga et al., 2015).

1.6. Petijuma etiskie apsverumi

Visas eksperimentalas procediiras ar laboratorijas dzivniekiem (I, II,
Il publikacija) tika veiktas saskana ar Eiropas Savienibas direktivu 2010/63/EU
par dzivnieku eksperimentu veikSanu, ka arT nacionalo likumisko regul&jumu.
Visas procediiras apstiprindja Partikas un veterinara dienesta Zinatniskiem
mérkiem izmantojamo dzivnieku aizsardzibas komiteja (Riga, Latvija). Visi
laboratorijas dzivnieki tika tur€ti standarta apstaklos (21-23 °C, 12 stundu
gaismas/tumsas cikli, relativais gaisa mitrums 45-65 %) ar neierobeZotu pieeju
baribai (R70, Lactamin AB, Kimstade, Zviedrija) un adenim. EX vivo
eksperimenti, kas aprakstiti I publikacija, tika veikti saskana ar &tikas atlauju
Nr. 82. Eksperimenti II publikacijai tika veikti, balstoties uz &tikas atlauju
Nr. 105. Eksperimenti, kas aprakstiti Il publikacija, tika veikti saskana ar &tikas
atlauju Nr. 84. Visi pétjjumu rezultati, kas ieklauj dzivnieku izmanto$anu, tika
zinoti saskana ar ARRIVE vadlinijam (Percie du Sert et al., 2020).

Uztura intervences pétfjums ar veseliem brivpratigajiem (atspogulots
IV publikacija) notika saskana ar petjjuma dizainu, kas tika apstiprinats Rigas

Stradina universitates Pétjjumu &tikas komiteja (Nr. 6-2/10/51).
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2. Statistiska analize

Iegiito datu statistiska analize tika veikta, izmantojot GraphPad Prism
statistikas programmu (GraphPad, Inc., Sandjego, ASV). Dati ir attéloti ka
vidgja vertiba + vidgjas vertibas standartklida (SEM), iznemot datus no bakteriju
kultaram (III publikacija), kuri att€loti ka videja vertiba + standartnovirze (SD).
IV publikacija dati att€loti ka vidgja vertiba ar individualiem datu punktiem no
katra brivpratiga. Datu izkliedes atbilstiba normalsadalijumam novertéta ar
Sapiro—Vilka testu.

Balstoties uz datu normalsadalijuma testa rezultatiem, statistiski
nozimigas atSkiribas starp grupam tika izvertetas ar vienfaktora dispersijas
analizi (ANOVA) vai Kruskala—Volisa testu. Ja §ie testi uzradija p vértibu zem
0,05, tika izmantoti Tukija (I publikacija-Dunneta) vai Dunna péctesti un
atskiribas tika uzskatitas par nozimigam, ja p < 0,05. Divu neatkarigu grupu
salidzinaSanai tika izmantots Stjiidenta t-tests, savukart, izvert€jot atskiribas
vienai un tai paSai grupai dazados laika punktos, tika izmantots atkartoto
mérjumu t-tests vai Vilkoksona paru tests atkariba no datu atbilstibas
normalsadalijumam. Rezultati tika uzskatiti par statistiski nozimigiem, ja
p vertiba bija zem 0,05. Neviens no dzivnieku paraugiem (I, II, III publikacija)
vai brivpratigo paraugiem (IV publikacija) netika izsleégts no datu analizes.

Lai aprékinatu insulina jutibas un HOMA insulina rezistences (HOMA-
IR) indeksus IV publikacija, tika izmantots HOMAZ2 kalkulators (versija 2.2.3,
pieejams online, atfistits Oksfordas universitates Diab&ta izp&tes vieniba,
Oksforda, Lielbritanija) (Wallace, Levy and Matthews, 2004).
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3. Rezultati

3.1. Akiutie TMAO efekti eksperimentalajos ex vivo un
in vivo kardiovaskularas funkcionalitates modelos

Izmantojot buferskidumu ar paaugstinatu TMAO koncentraciju, tika
pétita TMAO akumulacija audos (3.1. attéls). Sim mérkim Wistar Iinijas zurku
sirdis tika perfuzétas un aortu gredzeni iemérkti K-H bufer§kiduma. Péc vienas
stundas perfiizijas vai inkubacijas paraugi tika sagatavoti talakai UPLC/MS/MS
analizei, lai noteiktu audu TMAO saturu. Perfuzgjot sirdi ar TMAO saturo$u
bufer§kidumu, TMAO saturs audos pieauga tris reizes (no 2,0+0,2 lidz
6,3 £ 1,2 nmol/g audu). Ari p&c inkubacijas TMAO saturo$a K-H bufers$kiduma
aortas audu TMAO koncentracija pieauga aptuveni 2,5 reizes (no 4,8 0,5 lidz
12,0 + 1,2 nmol/g audu).

>
vy

8- * 15— *
>
3 6 =
] I
S 3 2
< = g <t
= 2 >
- = F o>
2 =
£ 27 1S
[y
0- 0-
Kontrole 100 pM Kontrole 100 uM
TMAO TMAO

3.1. attels. TMAO saturs sirds audos (A) péc vienas stundas perfazijas
un aortas audos (B) péc vienas stundas inkubacijas Krebsa-Henseleita
buferSkiduma ar TMAO pievienosanu 100 pM deva vai bez tas

Dati atteloti ka vidgja vertiba + SEM no pieciem individualiem atkartojumiem.
*p < 0,05 Stjudenta t-tests.
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Talak tika noveérteta TMAO spgja ietekmét asinsvadu reaktivitati.
Eksperimenti tika veikti izoléto organu vanna un zurku aortu gredzeni iemé&rkti
K-H buferskiduma ar TMAO pievienosanu (100 uM gala koncentracija) uz
vienu stundu vai bez ta pievieno$anas, lai izvertetu asinsvadu reaktivitati uz Ach
(endotelija atkariga relaksacija) vai SNP (endotélija neatkariga relaksacija)

(3.2. attels).

A ACh, Ig(c) B SNP, Ig(c)
20 -
0 -9 -8 -7 -6 -5 20 -10 -9 -8 -7 -6
04 O 1 1 L L 1
R -201 R -20
S 40 S 401
2 2
E -60 é -60
[<3) [<3]
& -80- ¢ -80-
-1001 -e- Kontrole -1007 _e- Kontrole
-120- & 100 uM TMAO -120- -& 100 pM TMAO

3.2. attéls. TMAO (100 pM) ietekme uz endotélija atkarigo (A)
un endotelija neatkarigo (B) relaksaciju aortu gredzenos

Dati attéloti ka vidéja vertiba = SEM no 12 aortu gredzeniem.
Ach, acetilholins, SNP, natrija nitroprusids.

Lidziga procedira tika veikta apzarpa art€rijai, izmantojot stieples
miografiju. Gan aortas (3.2. attels), gan apzarnpa arterijas inkubacija ar TMAO
saturosu buferskidumu neizraisija izmainas endotélija atkarigaja un endotélija
neatkarigaja relaksacija.

Papildus $im tika veikti eksperimenti, lai izvértétu paaugstinatu TMAQO
koncentraciju ietekmi uz sirds funkciju. Sirds funkcionalie parametri tika
izverteti Langendorfa izolétas sirds modeli, perfuzgjot sirdis ar K-H
buferskidumu. Vienai no grupam perfiizijas buferskidums saturgja TMAO (gala
koncentracija 1 mM) (3.1. tabula). Izoléto sirzu perfuzija ar | mM TMAO

saturoSu buferskidumu neietekm&ja sirds funkciju (sirdsdarbibas atrumu,
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koronaro plasmu, sirds kontraktilitati, LVDP un sirds veikto darbu) ne
sakumpunkta, ne i§€mijas-reperfizijas gaita.

P&c tam abas grupas tika izvertets infarkta izmérs. Péc 30 min. kreisas
lejupejosas koronaras arterijas okliizijas ar sekojosu divu stundu reperfliziju abas
grupas riska zona bija lidziga. Turklat nekrozes zona jeb infarkta izmers
(3.1. tabula) bija gandriz identisks (aptuveni 40 % no riska zonas) abam grupam

neatkarigi no TMAO klatesamibas buferskiduma.

3.1. tabula
TMAO (1 mM) ietekme uz sirds funkciju
un infarkta izméru ex vivo modeli
Meéritais parametrs Kontrole 1 mM TMAO

Koronara plisma, ml/min. 124+1,3 11,5+0,8
LVDP, mmHg 155+ 19 153+ 17
Sirdsdarbibas atrums, sitieni miniité 219+12 230+ 15
Kontraktilitate, mmHg/sek. 5458 + 347 5419 + 399

Sirds veiktais darbs, kU 33+4 34+3

Infarkta izmérs, % no riska zonas 375+3,0 412+1,6

Rezultati att€loti ka vidgja vértiba = SEM no se§am sirdim.

3.2. llgtermina TMAO ievadiSana eksperimentalaja
laba kambara sirds mazspéjas modeli Zurkas

3.2.1. Sirds mazspéjas smaguma pakape

TMAO ievadisana deva 120 mg/kg ar dzeramo tGdeni 14 ned€lu garuma
rezultgjas ar seskartigu plazmas TMAO koncentracijas pieaugumu (lidz pat
100 uM) gan TMAO, gan TMAO + MCT grupas (3.3.A att€ls). Analizgjot
TMAO koncentraciju LK audos, atklajas, ka sads TMAO ievadiSanas reZims
rezultgjas ar 14 reizu pieaugumu TMAO saturda LK audos (Iidz 140 nmol/g audu)
abas grupas, kas sanéma TMAO (3.3.B attgls).
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3.3. attéls. TMAO koncentracija plazma (A) un laba kambara audos (B)
péc TMAO ievadiSanas ar dzeramo aideni deva 120 mg/kg
14 nedelu garuma

Rezultati attéloti ka vidgja vertiba =+ SEM no 8-9 dzivniekiem. * Norada uz statistiski
nozimigu atskiribu pret kontroles grupu (vienfaktora ANOVA ar sekojosu Dunneta
péctestu), # norada uz statistiski nozimigu atskiribu pret MCT grupu (t-tests), p < 0,05.

Ehokardiografiskas analizes rezultati neatklaja nozimigas atskiribas sirds
funkcija starp kontroles un TMAO grupu. TMAO ievadiSana neatstaja ietekmi
uz tieSo LK spiedienu, LK sistolisko un diastolisko laukumu vai LK laukuma
izmainu (3.2. tabula). Salidzinajuma ar kontroles grupu monkrotalina ievadisana
izraisija ievérojamu tieSa LK spiediena palielinasanos (apméram par 50 %)
(3.2. tabula). Turklat MCT grupa tika novérota LK dilatacija, uz to norada LK
diastoliska un sistoliska laukuma palielinaanas attiecigi par 34 % un 83 %.
Sekojosi, LK laukuma izmainu frakcija MCT grupa bija ievérojami samazinata
salidzinajuma ar kontroles grupu. Salidzinot ar mérijjumiem MCT kontroles
grupa, tiesais LK spiediens TMAO + MCT grupa bija par 22 % zemaks, LK
diastoliskais un sistoliskais laukums tika samazinats par lidz pat 27 %. Tadgjadi
LK laukuma izmainu frakcija tika palielinata par 25 %. Neviens no méritajiem
parametriem TMAO + MCT grupa nebija butiski atSkirigs no rezultatiem
kontroles grupa. Kopuma S§ie rezultati liecina, ka ilgtermina TMAO ievadiSana
neietekmg sirds funkcionalitati. Savukart patologiskos monokrotalina izraisitas
sirds mazspgjas apstaklos TMAO ievadiSana saglaba miokarda mehanisko

funkciju.
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3.2. tabula

Laba kambara funkcijas izvértejums monokrotalina izraisitas sirds
mazspéjas modeli pec TMAO ievadiSanas 120 mg/kg deva
14 nedelu garuma

Meéritais parametrs Kontrole TMAO MCT TMAO + MCT
Laba kambara 219420 | 227413 | 335453 % 26118
spiediens, mmHg
Laba kambara
diastoliskais laukums, 0,37 +£0,02 | 0,33 +0,02 | 0,50 +0,07 0,40 +0,04

cm?

Laba kambara
sistoliskais laukums, 0,20 +0,01 | 0,21 +0,02 | 0,36 £0,07 * 0,26 +0,03
cm?

Laba kambara laukuma
izmainu frakcija, %

46,6 +2,6 | 37,0428 | 29,7+48* 37,0+5,0

Rezultati attéloti ka vidgja veértiba = SEM no 8-9 dzivniekiem. * Norada uz statistiski
nozimigu atSkiribu pret kontroles grupu (vienfaktora ANOVA ar sekojosu Dunneta
péctestu), p < 0,05.

Papildus tam ilgtermina TMAO ievadiSana neizraisija izmainas g€nu
ekspresija LK audos g€niem, kas saistiti ar sirds mazspgjas attistibu un miokarda
hipertrofiju (3.4. att€ls). MCT grupa o/f-MHC génu ekspresijas attieciba bija
samazinata 3 reizes (3.4.A att€ls), kas norada uz nobidi par labu f izoformai, ko
izraisa LK hipertrofija. Turklat sirds mazsp&jas smaguma pakapes markiera,
BNP, ckspresija MCT grupa bija 12 reizes paaugstinata (3.4.B. attéls).
TMAO + MCT grupa, o/-MHC ekspresijas attieciba bija divkart augstaka, kas
liecina par mazak izteiktu LK hipertrofiju, salidzinot ar MCT grupu
(3.4.A attels). Ari BNP génu ekspresija TMAO + MCT grupa bija zemaka neka
MCT grupa (3.4.B attgls).
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3.4. attels. TMAO (120 mg/kg, 14 nedélas) ievadiSanas efekti
uz sirds mazspéjas smaguma pakapi raksturojoso génu ekspresiju
laba kambara audos

Rezultati atteloti ka vidgja vertiba £ SEM no 6-8 dzivniekiem. * Norada uz statistiski
nozimigu atskiribu pret kontroles grupu (vienfaktora ANOVA ar sekojosu Dunneta
pectestu (A) vai Kruskala-Vollisa tests ar sekojoSu Dunna péctestu (B)), # norada
uz statistiski nozimigu atskiribu pret MCT grupu (t-tests), p < 0,05.

3.2.2. Mitohondriju energijas metabolisms

Lai padzilinati izpétitu ilgtermina TMAO ievadiSanas ietekmi uz
energijas metabolismu, tika veikti mitohondriju elpoSanas mérijumi, izmantojot
permeabilizétas LK muskulu skiedras. Ilgtermina TMAO lietoSana samazinaja
no FAO atkarigo elpoSanas atrumu oksidativas fosforilacijas (OXPHQOS)
stavoklT par 69 % (3.5.A attéls). Sis efekts rezult&jas ar 11 % samazinajumu no
FAO atkarigaja OXPHOS sajugsanas efektivitate (3.5.B attéls). Lai gan piruvata
metabolisma ieguldijums kopgja skabekla patérina procesa TMAO grupa
palielinajas par aptuveni 44 %, ka norada plismas kontroles koeficientu analize
(3.5.B attels), tas nebija pietiekami, lai atjaunotu FN un FNS saistito
mitohondriju elposanu OXPHOS stavokli (3.5.A attéls). MCT grupa tika

novérots 75 % samazinagjums no taukskabju oksidacijas (FAO) atkarigaja
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elpoSanas atruma OXPHOS stavokli (3.5.A attéls) un turpmaks 13 %
samazinagjums N0 FAO atkarigaja OXPHOS sajiigSanas efektivitate
(3.5.B attels). Lidzigi TMAO grupai, MCT grupa piruvata metabolisma
ieguldijums elpoSana palielinajas par 50 % (3.5.B attéls), tacu ari Sis
palielinajums nebija pietiekams, lai atjaunotu FN un FNS cela elposanas procesu
OXPHOS stavokli (3.5.A attels). AtSkiriba no TMAO grupas, MCT grupa
rotenona pliismas kontroles koeficients bija samazinats (p = 0,06), noradot uz
dalgju I kompleksa disfunkciju (3.5.B attéls). Savukart TMAO + MCT grupa tika
novérots saglabats mitohondriju energijas metabolisms, par ko liecina
normalizéts elpoSanas atrums (3.5.A attéls), saglabata no FAO atkariga
OXPHOS sajugsanas efektivitate un sekojoss piruvata metabolisma ieguldijuma

samazinajums (3.5.B attgls).
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3.5. attéls. Mitohondriju elpo$anas atruma mérijumi (A) un plismas
kontroles koeficienti (B) laba kambara muskulu skiedras pec TMAO
ievadiSanas monokrotalina izraisita laba kambara sirds mazspéjas modelt

Rezultati attéloti ka vidgja vertiba £ SEM no 6 dzivniekiem. * Norada uz statistiski
nozimigu atskiribu pret kontroles grupu (vienfaktora ANOVA ar sekojosu Dunneta
pectestu), # norada uz statistiski nozimigu atskiribu pret MCT grupu (t-tests), p < 0,05.
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Kopuma iegiitie rezultati liecina, ka ilgtermina TMAO lietoSana saistita
ar mitohondriju metabolo prekondicioné$anu, izraisot pareju no taukskabju
izmanto$anas uz piruvata izmantoSanu, tac¢u neietekméjot elektronu parneses
sisttmas funkcionalitati. Turklat LK sirds mazsp&jas gadijuma TMAO

ievadiSana palidz saglabat sirds mitohondriju energijas metabolismu.

3.3. Metformina ietekme uz TMAQO Iimeni eksperimentala
pelu 2. tipa diabéta modeli

3.3.1. TMAO Iimeni db/db pelés, kas barotas ar standarta
laboratorijas baribu vai uzturu, kas papildinats ar holinu

Lai parbauditu metformina liectoSanu ka farmakologisku pieeju TMAO
limenu regulacijai, tika izmantots db/db pelu 2. tipa diab&éta modelis. TMAO
koncentracija db/db kontroles grupas pelu plazma, kuras baroja ar standarta
&dienu (R70), bija ievérojami augstaka (13,2 reizes) neka veselo db/Lean pelu
plazma. Metformina lietosana db/db pelem (250 mg/kg, 8 nedelas) ievérojami
samazinaja TMAO Ilimenus lidz pat divam reiz€m salidzinajuma ar db/db
kontroles grupas pelém (3.6.A attgls).

Db/db dzivniekiem bija bitiski palielinatas glikozes un insulina plazmas
koncentracijas gan tuksas diiSas, gan &dusa stavokli, tacu Saja eksperimentalaja
modeli metformins min&tos parametrus neietekméja (dati nav paraditi). Ta ka
metformina ievadiSanai nebija glikozes pazeminosa un insulina jutibu uzlabojosa
efekta db/db pelem ar 2. tipa diab&tu, $aja pétijuma novérotie efekti bija

neatkarigi no glikozes un insulina plazmas koncentracijam.
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3.6. attels. Metformina (250 mg/kg) ietekme uz TMAQ koncentraciju
plazma (A) db/db pelém, kas 4 un 8 ned€las barotas ar standarta
laboratorijas diétu. Metformina ietekme uz TMAQO Kkoncentraciju plazma
pelém, kuru uzturs 4 nedélas papildinats ar holinu (0,5 % ar dzeramo
ideni) un péc akiitas holina ievadiSanas (100 mg/kg, bolus) (B)

Rezultati att€loti ka vid&ja vertiba + SEM no 8 dzivniekiem db/db un

db/db + metformina grupa un 10 dzivniekiem db/Lean grupa (A). Rezultati atteloti ka

vidgja vertiba + SEM no 10 dzivniekiem grupa (B). * Statistiski nozimigi atskiras no

db/db kontroles grupas. * Statistiski nozimigi atskiras no db/Lean grupas. ® Statistiski

nozimigi atSkiras no db/db + holina grupas (ANOVA ar Tukija p&ctestu; p < 0,05).

Ta ka TMA un sekojosa TMAO producés$ana ir loti atkariga no uztura
sastava, nakamaja soll més izvertéjam, vai metformina ievadiSana var ietekmét
hroniskas un akuitas holina slodzes izraisito TMAO limena paaugstinasanos.
Balstoties uz secinajumiem no pirmas pétijjuma dalas, kur metformina
efektivitate bija lidziga peéc cetram un astonam eksperimenta nedglam,
turpmakajiem pétjjumiem tika izv€léta metformina ievadiSsana Cetru ned€lu
garuma. Uztura papildinasana ar holinu db/db pelém péc cetram nedélam
rezult§jas ar 1,8 reizes paaugstinatu bazalo TMAO Ilimeni (36,9 uM)
salidzinajuma ar db/db pelu grupu, kuras lietoja standarta uzturu (3.6.B attgls),
un 16,8 reizes augstaku TMAO Iimeni neka kontroles grupas db/Lean pelém.
Divas stundas péc akiitas holina slodzes TMAQ limenis plazma paaugstinajas
visas eksperimenta grupas, un augstakas koncentracijas, 1idz pat 108 uM, tika
noverotas db/db kontroles grupa un grupa, kas sanéma uzturu, kur§ papildinats

ar holinu. Neskatoties uz paaugstinato holina saturu uztura, metformins db/db
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pelém sp&ja samazinat gan bazalos TMAO limenus, gan TMAO limenus divas

stundas p&c akdtas holina slodzes (3.6.B attgls).

3.3.2. Bakteriju spé&ja producet TMA

Ta ka metformina ievadiSana ieve@rojami samazinadja TMAO Iimenus
diabetiskas pelés gan normalos apstaklos, gan péc holina slodzes, mes testgjam,
vai $is efekts vartu biit saistits ar izmainitu mikrobioma baktériju sp&ju razot
TMA, kas nepiecie$ams, lai saimniekorganisma aknas tiktu sintezéts TMAO.
Sim noliikam més izvélgjamies divas cilvéka gremosanas trakta bakteriju sugas:
K. pneumoniae un P. mirabilis. K. pneumoniae suga tika izvel&ta tapéc, ka ta var
producét TMA no visiem galvenajiem prekursoriem — holina (caur CutC/D
(holina-TMA-liazes kompleksu)) un karnitina/GBB (caur CntA/B (karnitina
monooksidazes kompleksu)), savukart P. mirabilis suga tika izvéléta tapéc, ka
tai ir tikai CutC/D un ta var razot TMA tikai no holina (Kuka et al., 2014; Wu
etal., 2019). Metformins ievérojami samazinadja TMA koncentraciju
K. pneumoniae 3,25 reizes (3.7.A attéls), tatu K. pneumoniae baktériju augsana
netika ietekméta (3.7.C att€ls), izmantojot holinu vai glikozi ka vienigo oglekla
avotu kultiira. Metformins ievérojami samazinaja P. mirabilis producéto TMA
(Iidz 26 reizém) (3.7.B attéls). Atskiriba no K. pneumoniae metformins
ievérojami samazinaja P. mirabilis baktériju biomasas aug$anu, izmantojot
holinu ka vienigo oglekla avotu (3.7.D attéls). Lai arT mazak izteikts, §is efekts
joprojam bija novérojams, kad P. mirabilis tika audzéts kultara ar glikozi ka

vienigo oglekla avotu.
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3.7. attéls. Metformina (27 mM) ietekme uz TMA produkciju
no holina (A, B) un baktériju augsanu (C, D) K. pneumoniae (A, C)
un P. mirabilis (B, D) baktériju kultiira

Rezultati atteloti ka vidgja vertiba = SD no 3 (A) vai 4 (B,C,D) individualiem
atkartojumiem. * p < 0,05 pret atbilstosa laika punkta kontroli (t-tests).
Kopuma Sie dati sniedz pieradijumus tam, ka metformins var samazinat
TMA producésanas atrumu divos izvel&tajos bakteriju celmos, izmantojot divus
atikirigus mehanismus. Sis efekts ir diezgan sarezgits, un miisu dati norada, ka
metformina ietekme, samazinot TMAO veidoSanos baktériju kultlras, netiek

Tstenota, izmantojot holina-TMA-liazes kompleksu.
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3.4. BadoSanos imitéjosa dieta ka dzivesveida stratégija
TMAO Iimenu regulacijai

Lai parbauditu FMD ka iesp&jamo dzivesveida stratégiju TMAO limenu
samazinasanai, tika veikts kliiskais p&tijums ar veseliem brivpratigajiem.
Vidgjais TMAO koncentracijas Itmenis brivpratigo plazma p&tijjuma sakuma bija
5,08 £ 0,74 umol/L. P&c uztura intervences plazmas TMAO limena mérjjumi
atklaja, ka piecas dienas parasta uztura, kas papildinats ar ¢etram porcijam
darzenu diena (VEG), neizraisija bitiskas izmainas plazmas TMAO Iimeni
(3.8. attéls), ar vidgjo pieaugumu par 0,43 = 0,70 umol/L. Saja grupa 8 no
19 brivpratigajiem novérojam plazmas TMAO limena samazinasanos péc uztura
intervences; tomér 11 brivpratigajiem tika noverots paaugstinats plazmas TMAO
limenis. Pret&ji tam 75 % (24 no 18) brivpratigo, kuri ievéroja FMD, novérojam
ieveérojamu plazmas TMAO Iimena samazinasanos. Tiem brivpratigajiem no
FMD grupas, kam bazalie TMAO Iimeni pétijjuma sakumpunkta bija augstaki,
novéroja arl izteiktaku plazmas TMAO Iimena samazina$anos p&c uztura
intervences (r = —0,9226, p < 0,0001). Turklat vid&jais plazmas TMAQO limenis
FMD grupa otraja vizite bija par 3,01 + 1,43 umol/L zemaks neka pirmaja vizite
(3.8. attels).
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3.8. attéls. Piecu dienu uztura intervences ietekme uz plazmas TMAO
Iimeni: ierastais uzturs papildinats ar 4 porcijam darzenu diena (VEG)
vai bado$anos imitejosu dietu (FMD)

Rezultati attloti ka vidgja vertiba un individualas vertibas no 19 brivpratigajiem VEG
grupa un 24 brivpratigajiem FMD grupa. * Norada uz statistiski nozimigu atskiribu
pret attiecigas grupas rezultatiem pirmaja vizité (Vilkoksona paru tests), p < 0,05.

Talak més izveérteéjam VEG digtas un FMD piecu dienu cikla ietekmi uz
metabolajiem parametriem. Tuksas diiSas plazmas glikozes limenis (3.9.A att€ls)
VEG grupa uztura intervences ietekm@ samazinajas par 0,22 + 0,12 mmol/L.
Savukart FMD grupa glikozes samazinasanas bija 2,7 reizes izteiktaka
(samazinajums par 0,57 = 0,11 mmol/L). Lidzigs efekts bija novérojams plazmas
C-peptida liment (3.9.B attéls), kur FMD grupa tika noverots biitisks plazmas C-
peptida samazinajums salidzinajuma ar VEG grupu (samazinajums attiecigi par
0,72 £ 0,11 ng/mL un 0,09 = 0,11 ng/mL).

Sekojosi, brivpratigajiem FMD grupa tika noverots arT uzlabots insulina
jutibas indekss (3.9.C att€ls). Insulina jutibas pieaugums bija 3,8 reizes lielaks
neka VEG grupa un parsniedza sakotn&jo mérijjumu par vairak neka 60 %. FMD
prieksrocibas bija vél izteiktakas, aprékinot HOMA-IR indeksu, kas define
insulina rezistences pakapi (3.9.D attels). VEG grupa noverojam minimalu

HOMA-IR samazinasanos par 0,08 + 0,08 vienibam, kamér katram no FMD

37



grupas brivpratigajiem tika noverots samazinats HOMA-IR indekss (vidgjais

samazinajums par 0,55 + 0,08 vienibam).
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3.9. attéls. Izmainas tuksas diisas plazmas glikozes (A), plazmas C-peptida
(B), insulinjutibas indeksa (C) un HOMA-IR indeksa (D) limenos péc
5 dienu ierasta uztura, kas papildinats ar darzeniem (VEG)
vai bado$anos imitéjosas dietas (FMD) cikla

Rezultati atteloti ka vidgja vertiba un individualas vertibas no 19 brivpratigajiem VEG
grupa un 24 brivpratigajiem FMD grupa. * Norada uz statistiski nozimigu atskiribu
pret attiecigas grupas rezultatiem pirmaja vizit€ (Vilkoksona paru tests), p < 0,05.
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4. Diskusija

So t&zu rezultati liecina, ka Tistermina TMAO koncentricijas
paaugstinasanas neizraisa kaitigu ietekmi uz sirds vai asinsvadu funkciju ex vivo
un in vivo eksperimentalajos modelos. Parsteidzosi tika atklats, ka specifiskos
apstaklos zurku LK sirds mazsp&jas modeli ilgtermina TMAO ievadisana izraisa
prekondiciongjosus efektus, kas izpaudas ka saglabata taukskabju oksidacijas
kapacitate un aizsargata sirds funkcija. Tadgjadi darba pirma hipotéze netika
apstiprinata, jo més nenoveérojam kaitigo molekularo signalcelu aktivaciju vai
sirds un asinsvadu funkcijas pasliktinasanos peéc TMAO ievadisanas grauzgju
eksperimentalajos modelos. Lai citiem pé&tniekiem nodroSinatu atbilsto$as
references vértibas ex vivo un in vivo modelos, visa datu kopa no I publikacijas
ir pieejama brivpieejas reZima. Lidz ar to $aja darba iegitos datus var izmantot
salidzino$iem pétjjumiem, kuru mérkis ir pétit paaugstinatu TMAO
koncentraciju Tstermina un ilgtermina ietekmi uz energijas substratu
metabolismu, sirds funkcionalitati un asinsvadu reaktivitati. Savukart darba otra
hipotéze tika apstiprinata, jo més demonstrgjam cirkulgjosa TMAO Iimena
samazinasanos asinis, izmantojot metforminu, eksperimentala 2. tipa diab&ta
dzivnieku modeli. Turklat més paradijam, ka piecu dienu FMD ir efektiva
dzivesveida stratégija, lai samazinatu TMAO Ilimeni un uzlabotu kopgjo

metabolo stavokli veseliem brivpratigajiem.

4.1. Paaugstinatas TMAO koncentracijas efekti eksperimentalos
kardiovaskularo un metabolo slimibu modelos
Lidz $im dati no dazadam pacientu kohortam par TMAO iesaisti
kardiometabolo slimibu attistiba ir bijusi diezgan vienbalsigi, izvirzot TMAO ka
biomarkieri, kas palidz paredzét kardiovaskularo un metabolo slimibu risku
(Li et al., 2022). Rezultati no prekliniskajiem p&tijumiem vismaz dalgji pamato

TMAO iesaisti kardiovaskularo slimibu (KVS) patogenéze. Dazi pétijumi ir
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noradijusi uz saistibu starp TMAO un aterosklerozes (AS) attistibu (Koeth et al.,
2013; Geng et al., 2018; Liu and Dai, 2020), kas ir viens no galvenajiem KVS
celoniem. Citi mehanismi, kas identificéti prekliniskajos pétjjumos un varétu
saistit TMAO ar KVS patogenézi, ir trombocitu aktivacija, kas paaugstina
trombozes risku (Zhu et al., 2016), vaskulara iekaisuma aktivacija (Chen et al.,
2017; Ma et al., 2017) un angiotenzina II hipertensivo efektu paildzinasana
(Ufnal et al., 2014).

Tomér pedgjos gados vairaki prekliniskie petijumi ir zinojusi par TMAO
izraisito efektu neesamibu KVS patogenézé pat ievérojami paaugstinatu ta
koncentraciju gadijuma. Ir pieradits, ka pat 100 reizu liels TMAO koncentracijas
pieaugums asinsrit€ (Iidz pat 60 uM) neietekmgja sirds funkcionalitati zurkas
(Ufnal et al., 2014). Lidzigi nenovéroja nekadu efektu uz sirds funkcionalajiem
parametriem pelés péc 0,12 % TMAO pievienoSanas bariba uz trim nedélam
(Organ et al., 2016). Turklat nesen ir paradits, ka TMAO lidz pat 10 mM
koncentracijas neietekm& Zzurku kardiomiocttu dzivotsp&ju, mitohondriju
membranas potencialu vai reaktivo skabekla radikalu veidosanos (Querio et al.,
2019). Turklat péetijumi liecina, ka paaugstinatas TMAO koncentracijas
nesaasina jau esoSu stresa faktoru efektus (Querio et al., 2019), pieméram,
fdenraza peroksida gadijuma, kas ir galvenais oksidativa stresa izraisitajs (Nita
and Grzybowski, 2016), un doksorubicina gadijuma, kas izraisa lidzigus
trauc€jumus sirds energijas substratu metabolisma, kadi ir noveroti sirds
mazsp&jas attistibas laika (Wu et al., 2016). Misu eksperimentalie rezultati no
aktitas TMAO pievieno$anas ex Vivo un in vivo modelos liecina, ka TMAO
nevajadz&tu uzskatit par primaro sirds bojajumu c€loni, jo m&s nenoveérojam
kaitigu TMAO ietekmi uz sirds funkciju zurku izolétas sirds modeli ne normalos

apstaklos, ne i$€mijas-reperfuzijas apstaklos (3.1. tabula).
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Protams, més nevaram uzskatit, ka visi §tnu veidu un organu sistémas uz
tik augstam TMAO devam reagétu lidzigi. Katra konkrétaja gadijuma janem véra
atSkirigie efekti, kas ir atkarigi no izmantotas TMAO devas, ievadiSanas ilguma
un izmantotd Stnu veida. lepriek§ veiktie pétifjumi grauz&ju dabiskas un
paatrinatas noveco$anas modelos ir paradijusi TMAO kaitigo ietekmi (lidz pat
14 uM) uz endotélija $tnam, veicinot $inu novecoSanu un izraisot oksidativo
stresu (Li et al., 2017; Ke et al., 2018), kas ir svarigi patogenézes mehanismi
asinsvadu novecosanas procesa. Sie rezultati ari pamato TMAO iesaisti AS
attistiba, jo nevélama ietekme uz endotélija §tnam ir viens no AS patogengzes
palaidéjmehanismiem. Tomér pretgji gaiditajam misu iegltie rezultati
neparadija akatu TMAO ietekmi uz vaditspéjas vai pretestibas asinsvadu
endotélija atkarigo vai neatkarigo reaktivitati (3.2. attéls). Lidzigi rezultati
novéroti ari Citos iepriek$ publicétajos pétijumos (Matsumoto et al., 2020;
Oakley et al., 2020; Florea et al., 2023). Sie novérojumi liecina, ka ietekme uz
endotélija §inam nav akats TMAO izraisits efekts, bet gan paradas hroniski
paaugstinatu TMAO limenu gadijuma, ka ari paradits ieprieks§ (Ke et al., 2018;
Brunt et al., 2022).

Miisu rezultati no labas kambara sirds mazspgjas modela, kur TMAO tika
ievadits zurkam ar dzeramo tideni 14 nedglas, norada, ka TMAO limenis sirds
audos var sasniegt lidz pat 140 nmol/g audu (3.3. att€ls). Musu rezultati pierada,
ka ilgstosa TMAO limenu paaugstinasanas plazma (lidz 100 uM) un sekojosi ari
sirds audos sirds funkciju neietekmé (3.2. tabula). Miisu eksperimentalaja modelt
ilgstoSa TMAO ievadiSana novirzija mitohondriju energijas substratu
izmantoSanu no taukskabju oksidacijas uz glikozes metabolismu, bet atSkiriba no
sirds mazspgjas grupas TMAO grupa nenotika izmainas mitohondriju elektronu
parneses sisteémas funkcionalitateé (3.5. att€ls). Nemot véra, ka pareja no
kompensgtas sirds hipertrofijas uz sirds mazsp&ju parasti sakas ar elpoSanas

kompleksu I un Il disfunkciju (Griffiths et al., 2010), neizmainita kompleksu | un
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Il funkcija varétu izskaidrot masu novérojumus par saglabatu sirds
funkcionalitati gadijuma, kad TMAO tika lietots 14 nedelas (3.5. attéls,
3.2. tabula). Kopuma masu rezultati liecina, ka ilgstos§s TMAO limena
paaugstinajums zurku plazma un sirds audos kaitigu ietekmi uz sirds funkciju
neizraisa, neskatoties Uz novérotajam izmainam mitohondriju energijas
metabolisma.

Papildus agrak zinotajam TMAO protektivajam Tpasibam masu p&tijums
piedava saglabatu sirds energijas metabolismu ka iesp&jamo mehanismu, kas
skaidro novéroto TMAO protektivo efektu. Sirds ir sp&jiga pielagoties gan
fiziologiskiem, gan patologiskiem stresa faktoriem, parslédzoties no FAO ka
domingjosa energijas avota Uz pastiprinatu glikozes izmantoSanu (Brown et al.,
2017). Fiziologiskos stavoklos $ada pareja var tikt uzskatita par nosacitu
prekondicion&$anas Stratégiju, jo tadgjadi sirds ir labak sagatavota nakotnes
stresa apstakliem, pieméram, kad hipoksijas gadijuma sirds spgj labak izmantot
efektivakus energijas avotus (Karwi et al., 2018). Péc ilgstosas TMAO lieto$anas
tika novérota FAO samazina$anas un paaugstinats piruvata metabolisma
ieguldijums (3.5. att€ls), nemainoties sirds funkcijai (3.2. tabula). Ilgstoss
TMAO koncentracijas picaugums sp&j inducét So metabolo pareju, iesp&jams,
tie§i inhib&jot B-oksidaciju un novedot pie efektivaka substratu metabolisma
procesa stresa apstaklos. Tas nodro§ina saglabatu energijas metabolismu un
sekojosi uzlabotu sirds funkciju TMAO + MCT grupa. Jaatzist, ka $adi TMAO
aizsargajosie efekti netika noveroti pec istermina TMAO Ilimena paaugstinaSanas
izoletas zurku sirds eksperimentos (3.1. tabula). Kopuma metabolas elastibas
uzturé$ana un saglabata FAO ir svarigas stratégijas sirds bioenergétiska lidzsvara
atjauno$anai (Kolwicz et al., 2012; Karwi et al., 2018), un miisu rezultati liecina,
ka ilgstos§s TMAO pieaugums izraisa metabolajai prekondiciong$anai Iidzigus

efektus sirds mazspgjas gadijuma, izmantojot abas iepriek§ minétas stratégijas.
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Kopuma Seit prezent@tie rezultati sniedz pieradijumus tam, ka akita
TMAO Iimena paaugstinasanas nevar tikt uzskatita par tiesu sirds vai asinsvadu
bojajuma izraisitaju. Ta¢u TMAO izraisitie efekti ir atkarigi no intervences
ilguma. Ilgstosa TMAO ievadiSana aizsarga sirds funkciju, saglabajot
mitohondriju  energijas metabolismu  eksperimentalaja  monokrotalina
izraisitaja laba kambara sirds mazsp&jas modeli, kur TMAO darbojas ka

prekondiciongjoss faktors.

4.2. Metformina ietekme uz uztura-mikrobioma-TMAO asi

Zinasanas par metformina pretdiabéta darbibas mehanismu gadu gaita ir
kluvusas arvien plasakas: no kompleksa I inhibicijas aknas (Owen, Doran, and
Halestrap, 2000) lidz glikoneogenézes nomaks$anai, inhib&jot mitohondriju
glicerolfosfata dehidrogenazi (Madiraju et al., 2014), mijiedarbibai ar zarnu
mikrobiomu (Forslund et al., 2015; McCreight, Bailey and Pearson, 2016) un
metformina iesp&jamai dzelzs jonu saistiSanas aktivitatei (Stynen et al., 2018).
Misu pétijuma pieradijam, ka metformins var tie$i inhib&t baktériju TMA
producésanu un samazinat plazmas TMAO koncentraciju peles. Saja pétijuma
db/db pelém bija izteikta hiperglikémija un aptauko$anas. Misu eksperimenta
apstaklos metformina ievadiSana neietekmégja glikozes un insulina limenus db/db
pelém, kas norada, ka metformina izraisttas TMAO ltmenu izmainas ir vismaz
dalgji neatkarigas no glikozes un insulina plazmas koncentracijam.

Ieprieks tika paradits, ka 12 ned€las vecam db/db pelém ir ievérojami, lidz
9 uM, paaugstinats TMAO limenis (Dambrova et al., 2016). Translgjot $o
rezultatu uz pacientiem, tas norada uz ievérojami palielinatu BNKN risku, jo
TMAO plazmas limenis parsniedz riska slieksni 6,18 uM (Tang et al., 2013). Ari
Saja eksperimenta db/db kontroles grupas pelém, kuras barotas ar standarta R70
laboratorijas baribu, TMAO limenis plazma bija ievérojami virs 6,18 uM (3.6.A,

B attéls). Metformina ievadiSana samazindja TMAO Iimeni aptuveni divas
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reizes, sasniedzot limenus, kas ir zemaki par slieksni, kas saistits ar BNKN risku.
Dzivniekiem, kuru uzturs ikdiena bija papildinats ar holinu, metformina
ievadiSana ievérojami samazindja TMAO plazmas koncentraciju gandriz
1,8 reizes (3.6.B attels), tomér TMAO plazmas limenis palika augstaks par
KVS riska slieksni.

Misu rezultati norada, ka metformina akitie efekti izraisa TMAO
koncentracijas samazinajumu, ierobezojot bakteriju TMA raZzosanu (3.7. attls).
Sie rezultati pierada, ka metformins kavé baktériju sp&ju razot TMA no holina
(4.1. attels); metformins nav sp&jigs samazinat K. pneumoniae TMA razo$anu
gadfjuma, kad holina vieta ka vienigais substrats tiek izmantots karnitins
(nepublicéti novérojumi). Interesanti, ka vienados eksperimentalajos apstaklos
metforminam nebija ietekmes uz K. pneumoniae anaerobo augSanu (baktériju
suga, kas sp&jiga metabolizgt vairakus tre§€jos aminus), bet ievérojami aizkavéja
(bakteriostatisks efekts) P. mirabilis augSanu (tikai holinu metabolizgjosas
baktériju suga) (3.7. attéls), noradot uz vismaz diviem dazadiem metformina
darbibas mehanismiem uz zarnu mikrobiomu. Metformina ieteckme uz TMA
sint€zi ir diezgan sarezgita. Holina degradacija lidz TMA baktérijas notiek
specialos mikronodalijumos, kas satur holina-TMA-liazi (Herring et al., 2018).
Misu dati liecina, ka metformins ietekmé citus komponentus vai procesus,
pieméram, kofaktoru parstradi $ajos mikronodalfjumos, bet ne pasu holina-
TMA-liazes enzimu, Samazinot TMA razoSanu. Neskatoties uz to, nepiecieSami
turpmaki pétijumi, lai paraditu, ka rezultati no in vitro pétjjumiem un dati no
db/db pelu modela tiek transléti kliniskaja vidé un ka metformina arst€Sana
ietekmé to baktériju sastopamibu, kas razo TMA no ar uzturu uzpemtiem

tre$€jiem aminiem pacientos.
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4.1. attels. Metformina spéja samazinat paaugstinatos
TMAO limenus 2. tipa diabéta modeli

Kopuma més ieguvam pieradijumus, kas norada, ka metformins var
izraisit ievérojamas TMAO Iimena izmainas, iesp&jams, tieSi neletali inhib&jot
bakteriju sp&ju producét TMA. Turklat sie efekti ir neatkarigi no glikozes un
insulina plazmas koncentracijam, un tie varétu kalpot ka papildu mehanisms, kas
izskaidro metformina terapijas kardiovaskularos efektus. Lai gan metformins
sp&j samazinat TMAO koncentraciju pelu plazma zem KVS riska slieksna, bitu
nepiecieSami turpmaki pétijumi pacientu populacija, lai noskaidrotu, ka Sie
rezultati translgjas klinikas vidé. Turklat pacientiem, visticamak, bitu
nepiecieSamas ari papildu uztura izmainas, lai sasniegtu kliniski nozimigus

rezultatus.

4.3. Badosanos imitéjosa dieéta ka dzivesveida stratégija,

lai uzlabotu metabolo veselibu un samazinatu

TMAO Ilmenus

Uztura izvéles butiska loma TMAO koncentraciju reguléana ir
neapstridama. TMAO limenu regulacijai izmantojot farmakologiskas pieejas,
parasti netiek normaliz&ti citi metaboliskie parametri, kas raksturo
kardiovaskularo un metabolo veselibu. Tadgl ir batiski izp&tit un veicinat uztura
un dzivesveida stratégiju izmantoSanu, kas bitu labvéligas TMAO limenu
regulacijai un kopgjai metabolajai veselibai. Saja pétijuma iegiitie rezultati

liecina, ka piecu dienu FMD ir efektiva uztura strat€gija, lai samazinatu plazmas
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TMAO limenus. TMAO limena samazindgjumu un pargjo metabolo parametru
uzlaboSanos  veseliem brivpratigajiem izraisija  periodisks  uzturvielu
ierobezojums un atteikSanas no dzivnieku izcelsmes olbaltumvielu patérina,
nevis palielinats darzenu paterins.

Miisu pétijuma brivpratigo raksturojums eksperimenta sakumpunkta
paradija, ka daziem brivpratigajiem bija loti augsti plazmas TMAO Iimeni
(3.8. attels), kas bija daudz augstaki (Iidz pat 24 pmol/L) par KVS riska slieksni.
Tomér, ievérojot FMD, 75 % no brivpratigajiem plazmas TMAO limeni
ievérojami  samazinajas  (3.8. attéls). P&tjjuma nobeiguma 22 no
24 brivpratigajiem FMD grupa plazmas TMAO limeni bija zem KVS riska
sliek$na. Ieprieks publicéts petijums zinoja, ka FMD labvéligie efekti ir izteiktaki
cilvékiem ar augstaku hronisko kardiovaskularo un metabolo slimibu risku neka
tiem, kuru metabolie markieri jau atrodas normalaja diapazona (Wei et al., 2017).
Misu pétijuma tas attiecas arT uz TMAO Iimeniem, jo visizteiktakais TMAO
koncentraciju samazinajums tika noverots brivpratigajiem no FMD grupas ar
augstakiem sakotn&jiem plazmas TMAO Iimeniem.

Lai gan dati no novérojuma pé&tjjumiem liecina, ka palielinats auglu un
darzenu paterin$ ir saistits ar mazaku metabolo slimibu risku (Mamluk et al.,
2017; Tian et al., 2018), $ie secinagjumi nav neapSaubami pieraditi uztura
intervences pétijumos (Kuzma, Schmidt and Kratz, 2017). Masu rezultati liecina,
ka Tstermina auglu un darzenu patérina palielinasana, ka petijuma VEG grupa,
var neblt pietickama, lai samazinatu plazmas TMAO Iimenus un sniegtu
pamanamu labvéligu ietekmi attieciba uz metabolo veselibu (3.8., 3.9. attéls).
Turklat VEG grupas brivpratigie tika aicinati turpinat ievérot sava ierasta
kaloriju daudzuma uznemsanu un uztura paradumus attieciba uz galas patérinu,
kas ir saistits ar paaugstinatu metabola sindroma risku (Kim and Je, 2018; Guo
et al., 2021) un 2. tipa diabétu (Yang et al., 2020). Alternativa FMD, kas paredz

ierobezotu dzivnieku izcelsmes produktu patérinu, biitu vegana digta. Nesena
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petijuma vegana diéta paradija daudzsolosus rezultatus un samazinaja plazmas
TMAO Iimenus jau ned€lu péc parejas uz augu izcelsmes digtu (Argyridou et al.,
2021). Tomér TMAO koncentracija atgriezas iepriek$gja limeni pec ierastas
digtas atjaunosanas (Argyridou et al., 2021), noradot, ka vegano digtu vajadz&tu
izmantot ka pastavigu uztura rezimu, lai uzturétu TMAO Iimenus normala
diapazona. V&l viena uztura intervence, kas balstds uz augu izcelsmes
produktiem kopa ar mérenu zivju un putnu galas patrinu, ir Vidusjiiras digta. ST
digta ir plasi apspriesta TMAO reguléSanas konteksta, jo zivju un jiiras produktu
patérin$ ir labveligs kardiovaskularajai un metabolajai veselibai (Estruch et al.,
2018; Jimenez-Torres et al., 2021). Tomér zivju paterin$ var ari ievérojami
paaugstinat TMAO Iimenus (Kriiger et al., 2017; Costabile et al., 2021).
Neatkarigi no ta nesen ir zinots, ka Vidusjiiras di€ta ir saistita ar zemakiem
TMAO limeniem, tacu tikai tad, kad ir samazinats ari dzivnieku izcelsmes
olbaltumvielu (Barrea et al., 2019), Tpasi sarkanas galas, patérins (Krishnan et al.,
2021). Vairaku popularu uztura rezimu ietekme uz TMAO limenu regulaciju
apkopota 4.2. attela. Kopuma Iidz $im public€tic un misu pétijuma iegutie
rezultati pierada dzivnieku izcelsmes olbaltumvielu pat€rina samazinasanas un
kaloriju ierobezojuma nozimi, lai panaktu TMAO limenu samazinasanu, ka tas

ir pieradijies FMD izmanto$anas gadijuma.
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4.2. attels. Uztura intervencu ietekme uz cirkuléjosa TMAO
koncentracijam cilvékos

Miisu uztura intervences pétijuma galvenais ierobezojums ir intervences
Istermina raksturs (tikai piecu dienu periods), kas imité akfitu uztura izmainu.
Tomér jau ir zinots, ka $adi piecu dienu cikli ar FMD varétu kalpot arT ka
ilgtermina stratgija, ja tie tick atkartoti katru ménesi (Brandhorst et al., 2015).
Ta ka miisu pilotdati liecina, ka vismaz dalgji TMAO Iimenu samazinajumu
brivpratigo plazma var novérot arT nedélu péc FMD cikla pabeigSanas, biitu
javeic turpmakie petijumi, lai noverteétu FMD labveligo ietekmi uz TMAO
limeniem plazma p&c atgrieSanas pie ierastas digtas. Ta ka TMA producésana ir
pilniba atkariga no mikrobioma sastava, vl viens §1 pétijuma ierobezojums ir
fakts, ka mums nebija iespgjas savakt un analizét paraugus, lai novertetu FMD
ietekmi uz zarnu mikrobiomu. DaZi pétijumi norada, ka mikrobioma sastava
izmainas un palielinata TMA raZojoSo bakteriju sastopamiba varétu bit
mehanisms, kadé] plazmas TMAO Iimeni palielinas 2. tipa diab&ta pacientiem
(Al-Obaide et al., 2017). Tomér nesenie pétijumi liecina, ka dazas no

tipiskajam izmainam zarnu mikrobioma sastava pacientiem ar 2. tipa diab&tu
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(Turnbaugh et al., 2008; Davila, 2018) vai AS (Wang et al., 2015) var noverst,
ievérojot FMD (Wei et al., 2018; Rangan et al., 2019), lidz ar to, iespgjams,
samazinot TMA rasanos un KVS riskus. Kopuma $ie dati norada, ka FMD
labveligo ietekmi uz TMAO Iimenu regulaciju nevar izskaidrot tikai ar TMAO
prekursoru uznemsanas samazinajumu (Koeth et al., 2019; Wang et al., 2019;
Wu et al., 2019), bet janem vera ari ietekme uz zarnu mikrobioma sastavu. Ir
pieradits, ka dazi no pozitivajiem efektiem uz zarnu mikrobioma sastavu tiek
noveroti tikai p&c ierastas di€tas atsakSanas (Rangan et al., 2019). Tadgl lielu
interesi raisTtu ar1 turpmaki pétfjumi, lai noskaidrotu konkrétu TMA razojosu
baktériju ginSu daudzuma izmainas péc FMD cikla ievéro$anas un ierastas
dictas atjaunosanas.

Kopuma miisu rezultati liecina, ka FMD — augu izcelsmes produktos
bazeéta intervalu badoSanas variacija ar kaloriju ierobezojumu un dzivnieku
izcelsmes olbaltumvielu izslégsanu — ir efektiva strat€gija plazmas TMAO
limenu samazinasanai. Miisu rezultati sniedz jaunu ieskatu par to, ka FMD spgj
ietekmét cilvéka metabolo stavokli, un liecina, ka TMAO samazinajums batu
jauzskata par vienu no bitiskajiem FMD izraisitajiem labvéligajiem efektiem
attieciba uz metabolo veselibu. Tomér nepiecieSami turpmaki pétfjumi, lai
novértétu FMD potencialu un iespgjamo ietekmi uz TMAO Iimeniem p&c

vairakiem ditas cikliem, ka arT p&c ierastas di€tas atjaunosanas.

4.4. Visparejie apsverumi par TMAO lomu kardiovaskularo

un metabolo slimibu attistiba

Viedokli par TMAO lomu kardiometabolo slimibu patogen&zg ir
nevienpratigi, un p&tijumi, kas censas noskaidrot TMAO ietekmétos molekularos
mehanismus, ir pretrunigi. Ir vairaki faktori, kas janem véra, kritiski izvertgjot

ieprieks publicéto p&tljumu rezultatus.
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Pirmais un, iesp&jams, viens no svarigakajiem faktoriem ir koncentraciju
diapazons, kas noverojams kliniskajos pétfjumos, kur tiek meérits cirkul&josais
TMAO limenis, un tas koncentracijas, kas tiek izmantotas darbibas mehanismu
petijumu veik$ana, ievadot TMAO (apkopots 4.3. attéla). Vidgjais plazmas
TMAO Iimenis veselam cilvékam ir aptuveni 3 pM ar nelielam nobidém, kas
atkarigas no ierasta uztura (Wu et al., 2019), cilvéka vecuma (Li et al., 2018) un
dzimuma (Manor et al., 2018). Geografiska atraanas vieta un etniska piederiba
ir saistita ar lielaku TMAO Iimena variabilitati (Yazaki et al., 2019, 2020).
Piem@ram, Japanas iedzivotaju vid&jais plazmas TMAO limenis ir ievérojami
augstaks (~10 uM) un atkarigs no dzivesvietas teritorijas, ar tris reizes
augstakiem plazmas TMAO limeniem tiem, kas dzivo tuvu piekrastei, salidzinot
ar iek§zemes iedzivotajiem (Yano et al., 2018). Tas varétu tikt skaidrots ar lielaku
zivju patérinu Japanas iedzivotaju vida. Turklat svarigs ir arl zivju vai jiiras
produktu veids, jo TMAO Ilimenu paaugstinasanas p&c dazadu zivju sugu
produktu patérina ievérojami atSkiras (Wang et al., 2022). Ap&dot vienu liellopa
burgeru, TMAO Ilimeni paaugstinas aptuveni Iidz 14 pM, savukart vienas
ieteicamas dienas devas karnitina uztura bagatinataja lietosana TMAO limeni
paaugstina lidz apméram 60 pM (nepublicéti dati). Vairaki p&tijumi ir zinojusi,
ka TMAO koncentracijas sasniedz maksimumu apméram 24 stundas péc
prekursoru uznemsanas (Koeth et al., 2013; Kriiger et al., 2017; Wu et al., 2019),
kas saskan ar miisu novérojumiem. STinformacija uzsver uztura kontroles nozimi
pedgjas divas dienas pirms TMAO mérijumu veikSanas, ja mes vélamies izvertet
TMAO ka biomarkieri. Vairaki pétijumi ir noteikusi TMAO plazmas un seruma
Iimenus dazadas pacientu kohortas ar dazadam diagnozém, cenSoties noteikt
skaidru fiziologiski nozimigu TMAO koncentraciju diapazonu. Lidz §im TMAO
koncentracijas, kas saistitas ar KVS izplatibu un smagumu un BNKN risku, ir
zemas mikromolaras robezas, parasti aptuveni 6-15 pM (Heianza et al., 2017).

Augstaki TMAO Iimeni ir nov@roti pacientiem ar samazinatu nieru funkciju,

50



1pasi tiem, kam nepiecieSama dialize; Siem pacientiem plazmas TMAO limeni
var sasniegt vairak neka 100 uM koncentracijas (Pelletier et al., 2019).
Interesanti, tikai dazi prekliniskie p&tjjumi ir veikti, izmantojot tik zemas
koncentracijas, ka tas, kuras novérojamas kliniskaja vide. Daudzos in vitro un ex
Vivo petijumos ir izmantotas ievérojami augstakas koncentracijas, biezi vien
augsta mikromolara vai pat augsta milimolara diapazona, efektus noverojot laika
posma Iidz pat 60 dienam (Ke et al., 2018). Batu ieteicams gan in vitro, gan in
Vivo pétijumos ieklaut TMAO koncentracijas merijjumus mérkaudos vai mérka
sanas. Sada pieeja ne tikai sniegtu biitisku informaciju, bet arf palidzétu izstradat

atbilstoSu devas izvéles stratégiju nakotnes petijjumiem.
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TMAO koncentracija

4.3. attels. Dazadie efekti, kas novéroti paaugstinatu TMAOQO koncentraciju
dél prekliniskaja (béss) un kliniskaja (balts) vidé

BNKN, bitiski nevélami kardiovaskulari notikumi; NYHA, Nujorkas Sirds asociacija
(New York Heart Association); MetS, metabolais sindroms; T2D, 2. tipa diabgts;
HNS, hroniska nieru slimiba; LK, labais kambaris; AS, ateroskleroze.

Pieejama literatiira liecina, ka nepiecieSsams plasak pétit nieru funkcijas
un TMAO Ilimenu saistibu. Lai arT ir zinams, ka TMAO renalais klirenss
pasliktinas 1idz ar nieru funkcijas samazinasanos (Zeisel and Warrier, 2017),

paslaik nav skaidru pieradijumu, kas noraditu uz to, ka TMAO izraisa vai veicina
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hronisku nieru slimibu (HNS). Lielaka dala preklinisko p&tijumu, kas veikti
dzivnieku modelos, lai pétitu paaugstinatas TMAO koncentracijas efektus,
izmanto paaugstinatu TMAO prekursoru uznemsanu, Kas prasa obligatu zarnu
mikrobioma metabolismu (Tang et al., 2015; Gupta et al., 2020; Xie et al., 2022).
Lidz ar to $ie pétijumi nevar sniegt Skaidrus pieradijumus par tiesu TMAO
iesaisti HNS progresésana. Turklat jauzsver, ka paaugstinati TMAO Iimeni KVS
pacientiem var bt saistiti ar sakotn&ju nieru funkcijas pasliktinasanos, jo vairaki
pétijumi ir identific&jusi nieru funkciju ka ietekméjoso faktoru (Tang et al., 2015;
Kim et al., 2016). TMAO audu koncentracijas mérjjumi grauz&ju modelos ir
mums sniegusi idejas nakotnes pétniecibai $aja virziena, jo esam noverojusi
butiski augstaku TMAO uzkrasanos nierés, kas nierés ietekmé mitohondriju
funkciju (Videja et al., 2022) un maina TMAO transportieru ekspresiju
(nepublicéti dati). ST informacija iedvesmo turpmakiem pétjjumiem, lai
noskaidrotu mehanismus, kas saista augstakus TMAO limenus ar nieru funkcijas
pasliktinasanos un, cerams, palidz&tu parnest secindgjumus no prekliniskajiem
modeliem uz klinisko vidi, potenciali palidzot nieru mazspgjas pacientiem.
Nemot veéra nesenas atzinas par TMAO protektivajiem efektiem dazos
eksperimentalajos modelos, paliek daudz neatbild&tu jautajumu par to, kada ir
TMAO loma KVS attistiba un vai mums patie§am jasamazina TMAO limeni.
Pirmkart, uzturs, kas saistits ar paaugstinatam TMAO koncentracijam, ir bagats
ar dzivnieku izcelsmes produktiem (Lombardo et al., 2022), apstradatiem
partikas produktiem un augsta tauku satura piena produktiem un tiek uzskatits
par neveseligu vairaku batisko faktoru dé] (Martinez, Leone and Chang, 2017;
Clemente-Suarez et al., 2023). Otrkart, lidz §im nav stabilu pieradijumu tam, ka
zemi TMAO Iimeni butu saistiti ar negativam sekam veselibai, liekot apSaubit
TMAO fiziologisko lomu. Protams, literatiira minétas konkrétas situacijas, kas
aprakstitas arT Sajas te€z€s (Il publikacija), kur TMAO uzrada protektivus efektus.

Tomeér ir janem veéra, ka daudzi protektivie efekti tieck noveroti prekliniskajos
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dzivnieku modelos, kas ne vienmér precizi att€lo slimibas attistibas gaitu
cilvékos. Lai arT Sie modeli sniedz vertigas atzinas, ir svarigi nemt vera
ierobezojumus un biologisko procesu atSkiribas starp grauzgjiem un cilvékiem.
Treskart, TMAO var bt arT neitrala loma. Viedoklis par zarnu mikrobioma lomu
neinfekciozo slimibu patogenézé ir kluvis arvien popularaks (Byndloss and
Béumler, 2018), un ir paradijies uzskats, ka cirkulgjoSie TMAO limeni asinis
varétu kalpot ka noderigs markieris zarnu mikrobioma sastavam (Silke et al.,
2021). ST teorija varétu pamatot dazados novérojumus saistiba ar paaugstinatiem
TMAO limeniem kliniskaja vidg.

Varam secinat, ka ir vairaki faktori, kas janem véra, veidojot viedokli par
TMAO lomu kardiovaskularo un metabolo slimibu patogenéze. Svarigi ir definét
atbilsto$u koncentraciju diapazonu, lai pétitu TMAO ietekmétos molekularos
mehanismus, 1pasi nemot véra organu specifiskos efektus, ka tas ir nieru
gadijuma. Turklat sarezgitais mijiedarbibas modelis starp zarnu mikrobiomu un
saimniekorganisma kardiometabolo veselibu prasa turpmaku izpéti, lai precizétu

TMAO lomu kardiovaskularo un metabolo slimibu patogengze.
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Secinajumi
Augstas TMAO koncentracijas Tstermina neizraisa nevélamus efektus uz
sirds un asinsvadu funkcionalitati ex vivo un in vivo grauzéju modelos, kas
raksturo kardiometabolo veselibu.
Eksperimentala laba kambara sirds mazspgjas modelt zurkam TMAO
pievienosSana uzturam izraisija prekondiciongjosus efektus un lava saglabat
mitohondriju energijas metabolismu laba kambara audos.
Metformins pazemina paaugstinatos TMAO limenus eksperimentala 2. tipa
diab&ta modeli, ietekmgjot zarnu mikrobioma sastavu un samazinot TMA
producgsanas atrumu.
Badosanos imitgjosa digta ir efektiva strat€gija, lai samazinatu TMAO
Iimenus un uzlabotu kopgjo kardiometabolo stavokli veseliem
brivpratigajiem.
TMAO ietekme uz kardiovaskularo un metabolo slimibu patogenézi ir
atkariga no konkréta slimibas modela vai pétitas organu sist€émas, zarnu
mikrobioma sastava, izmantotas TMAO vai ta prekursoru koncentracijas un

ekspozicijas ilguma.
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Priekslikumi

Pastav ieve@rojamas atSkiribas Starp eksperimentalajiem slimibu modeliem
grauz&jos un slimibu patogengzes gaitu cilvékiem, kas janem Vvera,
translgjot rezultatus no prekliniskas uz klinisko vidi. Tas ir vel svarigak,
interpretgjot efektu, ko izraisa TMAO, kas rodas zarnu mikrobioma
metabolisma procesa, jo starp laboratorijas grauzgjiem un cilveékiem ir
batiskas at$kiribas standarta uztura un zarnu mikrobioma sastava.

Uztura izvéles var ievérojami ietekmét cirkul§josos TMAO limenus. Tapéc
€diena patérina kontrole divas dienas pirms TMAO mérijumiem ir obligata,
lai nodrosinatu kvalitattivu TMAO ka biomarkiera meérjjumu kliniskajos
petijumos. Tapat uztura anketas vajadzetu precizet datus par dazada veida
galas un zivju produktu paterinu, jo to ietekme uz TMAO Ilimeniem
butiski atskiras.

Dzivnieku izcelsmes olbaltumvielu avotu, Tpasi sarkanas galas, patérina
samazinasana ir efektiva pieeja TMAO Iimenu regulé$anai. Turklat So
efektu var panakt, izmantojot dazadas popularas uztura stratégijas,
pieméram, vegetaru vai veganu di€tu, badoSanos imit&josu di€tu vai
Vidusjuras dietu.

Ir nepiecie$ami papildu p&tijumi, lai paplasinatu misu zinaSanas par saikni
starp paaugstinatiem TMAO Itmeniem un nieru funkciju, jo tas var uzlabot
TMAO diagnostisko un prognostisko veértibu, paredzot ar nieru funkciju

saistitos veselibas iznakumus un kopgjas veselibas riskus.
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Pateicibas

Pirmkart un galvenokart es v€los no sirds pateikties savai zinatniskajai
vaditajai prof. Maijai Dambrovai par vinas zina§anam, vadibu un zinatniskajiem
padomiem. Ipa$a pateiciba arf maniem zinatniskajiem konsultantiem Marinai
Makreckai-Kikai un Janim Kikam par vértigo atbalstu doktora studiju laika.

Pateicos visiem saviem koleégiem Farmaceitiskas farmakologijas
laboratorija par atbalstu. Ipass paldies Edgaram Liepinam, Reinim Vil3kérstam,
Helénai Cirulei un Stanislavai Korzh, kas palidzgja rezultatu gener&$ana un
analiz€. Paldies par palidzibu analitikas meistariem Solveigai Grinberga un
Eduardam Sevostjanovam. Paldies ari maniem bijusajiem kolégiem Karlim
Vilkam un Edijam Vaveram par atbalstu. Papildus pateiciba ari Pavelam
Dimitrijevam, kurs bija lielisks kol&gis visu doktorantiiras studiju laiku.

Ipasa pateiciba Janim Liepinam par vértigo pieredzi darba ar manam
mazakajam pétjjuma vienibam — izol&tajiem mikroorganismiem. Tapat vélos
pateikties Ilzei Konradei un Sabinei Upmale-Engelai par palidzibu darba ar
manam lielakajam pétijuma vienibam, veicot pirmo p&tijumu kliniskaja vide.

Jutos pateiciga Rigas Stradina universitatei, kas atbalstija So disertaciju ar
doktorantiiras grantiem. ST disertacija tika izstradata ar ESF un Latvijas valsts
budzeta finans€jumu, projekta Nr. 8.2.2.0/20/1/004 “Atbalsts doktorantu iesaistei
zinatniski pétnieciskaja un studiju darba” ietvaros.

ST disertacija nebiitu bijusi iespéjama bez lieliskajiem apstakliem, ko
nodroSina Latvijas Organiskas sintézes institiits, ka ar1 Latvijas Zinatnes
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Visbeidzot, es v€los pateikties savai gimenei par sapratni un nerimstoso

atbalstu visu doktorantuiras laiku. Paldies, ka ticgjat man!
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