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MODELACION COMPUTACIONAL METABOLICA DE LA MICROBIOTA INTESTINAL
RELACIONADA A DIABETES TIPO 2

por

Jean Paul Sanchez Castaneda

lll. Resumen

En los ultimos afios se ha observado un aumento en los casos de diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) a nivel mundial, de los cuales México es uno de los paises con mayor
incidencia. Por esta razén se buscan nuevas estrategias para el seguimiento y
tratamiento para diabetes tipo 2. Para ello se plantea entender la enfermedad desde
varios enfoques, uno de ellos es a partir de la microbiota intestinal la cual se ha
evidenciado su cambio en composicion taxonomica, sus abundancias relativas vy
funciones bioquimicas. Diversas estrategias se han planteado para entender los cambios
que sufre la microbiota intestinal durante el progreso de la diabetes mellitus tipo 2, de los
que sobresalen estudios de asociacion entre datos Omicos, variables clinicas vy
abundancias de especies microbianas. Sin embargo, a pesar de estos hallazgos, aun se
desconocen los efectos metabdlicos de estos cambios en la microbiota. En esta tesis
proponemos un analisis in silico de la actividad metabdlica de la microbiota en pacientes
con distintos avances de la DM2. Nuestro analisis computacional parte de la
reconstruccién in silico de varios organismos de la comunidad microbiana y sus
abundancias relativas obtenidas a partir de tecnologias de secuenciacion 16S o
metagenoma para pacientes con normoglucemia, prediabetes y DM2. Esta estrategia de
biologia de sistemas constituye una plataforma cuantitativa y atractiva para crear
hipdtesis sobre el comportamiento metabdlico de la microbiota intestinal, identificar sus
diferencias y sugerir potenciales marcadores de bacterias y metabolitos en la DM2. En
este contexto, este proyecto identifico diferencias significativas entre grupos en los
perfiles de produccidon de acidos grasos de cadena corta, ademas de 188 metabolitos
con diferencias significativas entre ellos la melibiosa y el R-pantotenato. Ademas se
encontré que las interacciones in silico significativas de cooperatividad y competitividad



que ocurren entre géneros del mismo filo, unicamente suceden entre los Firmicutes. Se
identific6 que la microbiota sana muestra una mayor resiliencia tanto a cambios

nutrimentales, como de la composicién de la microbiota.

IV. Abstract

In recent years, an increase in cases of type 2 diabetes mellitus (DM2) has been
observed worldwide, where Mexico is one of the countries with the highest incidence. For
this reason, new strategies were created for the monitoring and treatment of type 2
diabetes. For this, it is proposed to understand the disease from various approaches, one
of them is from the intestinal microbiota; which has shown changes in taxonomic
composition, its relative abundances, and biochemical functions. Various strategies have
been proposed to understand the changes that intestinal microbiota undergoes during the
progression of type 2 diabetes mellitus, of which stand out the association studies
between omic data, clinical variables, and abundances of microbial species. However,
despite these findings, the metabolic effects of these changes in the microbiota remain
unknown. In this thesis, we propose an in silico analysis of the metabolic activity of the
microbiota in patients with different advances in DM2. Our computational analysis
required in silico reconstruction of several organisms of the microbial community and their
relative abundances obtained from 16S sequencing technologies or metagenome for
patients with normoglycemia, prediabetes, and DM2. This systems biology strategy
constitutes an attractive quantitative approach to create hypotheses about the metabolic
behavior of the intestinal microbiota, identify its differences, and suggest potential
bacterial and metabolic markers in T2DM. In this context, this project identified significant
differences between groups in the production profiles of short-chain fatty acids, in addition
to 188 metabolites with significant differences between melibiose and R-pantothenate. In
addition, cooperative and competitive interactions in the same phylum were found
statically significant, just for Firmicutes. It was identified that the healthy microbiota shows
greater resilience both to nutritional changes and to the composition of the microbiota.



Capitulo 1

Introduccion

Existen tres tipos de diabetes, diabetes mellitus tipo 1 (DM1), la mellitus tipo 2
(DM2), y gestacional. La DM2 es el tipo mas comun y representa mas del 90% de todos
los casos a nivel mundial 2. Ademas, la DM2 es una enfermedad que, en todo el mundo,
ha incrementado el nimero de sus incidencias durante los Ultimos 20 afios 3. En este
sentido, México es un pais con una de las mayores tasas de incidencia de DM2. En los
ultimos afnos se ha mostrado un crecimiento alarmante de este padecimiento debido a
diferentes factores como una dieta alta en grasas y carbohidratos, obesidad,
sedentarismo y factores genéticos 4.

Desde el punto de vista fisiologico, la DM2 se caracteriza por una desregulacién del
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas que surge de una reduccion en la
secrecion de insulina, resistencia a la insulina, o ambas. La fase prediabética es posible
caracterizarla mediante valores clinicos como: los niveles alterados de glucosa en
ayunas (IFG), tolerancia alterada de glucosa (IGT), ambos (IFG + IGT), o niveles
elevados de hemoglobina glicosilada A1c (HbA1c)®°. La condicién clinica, la fisiopatologia
subyacente y la progresion de la enfermedad en individuos con diabetes pueden variar
considerablemente entre los individuos y, en ocasiones, la presentacion atipica de los
sintomas puede dificultar la identificacidn clara de la DM2 6. En este contexto, el uso de
nuevos biomarcadores para diagnosticar este padecimiento resulta una herramienta
relevante. Ejemplo de esto es el uso de la microbiota intestinal (taxones caracteristicos)
como un posible biomarcador, ya que existe evidencia que vincula esta patologia con
disbiosis funcionales microbianas y la composicion alterada de la microbiota intestinal 7.
Por otra parte, es posible obtener a partir de la microbiota algunos otros biomarcadores
como los metabolitos producidos por la misma %", Respecto a la microbiota intestinal,
se conocen algunos metabolitos que tienen efectos conocidos y propuestos, sobre el
estado de salud/bienestar de los individuos. Un ejemplo clasico son los acidos grasos de



cadena corta (SCFA) de los cuales, su produccion por la microbiota intestinal se ha visto
asociada en diferentes enfermedades entre las que se encuentran la enfermedad del
intestino irritable y la DM2; de este modo es que se ha llegado a sugerir su uso como
biomarcador para dichas enfermedades '2'3. Sin embargo, el estudio del efecto de la
microbiota y su capacidad de produccion de metabolitos, se ha centrado en sus
capacidades genéticas, mas alla que de sus actividades metabdlicas '*. Por este motivo
es necesario el uso de nuevas estrategias que permitan entender los mecanismos y
actividades que se llevan a cabo dentro de la microbiota intestinal. Existen algunas
aproximaciones, tanto experimentales como in silico, para abordar el estudio de los flujos
metabdlicos de intercambio dentro una comunidad bacteriana como es la microbiota
intestinal . Es posible realizar un abordaje experimental a partir de estudios fluxomicos
mediante marcaje isotopico, sin embargo, esta sujeto a limitaciones en cuanto al cultivo
de bacterias fuera de las condiciones del medio original '6. Lo cual podria ser la causa
de no haber sido una estrategia tomada hasta la fecha para el estudio de una comunidad
bacteriana compleja '° relacionada a una patologia como la DM2. Otra estrategia, que
resulta atractiva es el modelado metabdlico de comunidades a escalas realistas en
diversidad microbiana 4. Este método de la biologia de sistemas permite generar
hipdtesis con resultados prometedores del comportamiento metabdlico de grupos
bacterianos en condiciones especificas; a partir de informacion experimental como las
abundancias relativas bacterianas 7, como se describe mas adelante. Con la finalidad
de hipotetizar sobre el comportamiento metabdlico de la microbiota intestinal, no solo en
cuanto a sus flujos de intercambio en el médio modelado, sino también las interacciones
metabdlicas que existen entre los miembros de la comunidad bacteriana; es que se
decidi6 utilizar esta estrategia in silico para la realizacion de este proyecto. Para ello se
decidié emplear un software de modelado especifico, llamado MICOM, el cual ademas
de poder modelar el metabolismo de la microbiota a escala realista de diversidad,
también incluye otras herramientas que permiten explorar las interacciones metabdlicas
que existen entre las bacterias, y los efectos puntuales que podrian llegar a tener las
modificaciones del medio (dieta del individuo) o modificaciones en la abundancia de
ciertos integrantes de la microbiota '. Aprovechando lo anterior, este proyecto busco
generar hipotesis que ayuden a entender las actividades metabdlicas dentro de la



microbiota en la DM2, la cual hasta la fecha, ha sido escasamente abordada a partir del
modelado metabdlico 418, De esta manera, se espera que esta tesis permita el fomento
de la exploracion en el entendimiento de la DM2, el uso de herramientas in silico para

crear hipétesis y facilitar el disefio experimental guiado.

1.1. La microbiota y su relacién con la DM2

La microbiota humana se encuentra formada por microorganismos que colonizan
tanto mucosas como piel, y que superan en numero a las células somaticas en el cuerpo
9. La microbiota intestinal humana es una de las microbiotas mas ampliamente
estudiadas, ya que es de extrema importancia en el mantenimiento de la salud, donde
cambios como la disbiosis se asocia al desarrollo de enfermedades. Se ha reportado que
ciertas alteraciones en la microbiota intestinal estan asociadas con una variedad de
afecciones médicas como la enfermedad de Crohn, obesidad, diabetes y cancer 2°. Sin
embargo, la microbiota esta sometida a una variacion constante de sus taxones y
abundancias, llegando a ser un equilibrio dinamico 2'?2. Debido a este comportamiento
dinamico, resulta todo un reto identificar biomarcadores en la microbiota intestinal,

asociados a un estado de enfermedad.

Varios estudios han demostrado una amplia gama de asociaciones entre la
microbiota intestinal y la DM2 en cohortes chinas, europeas y americanas 2324, Por otra
parte, en el caso de los estados prediabéticos caracterizados por glucosa alterada en
ayunas (IFG), tolerancia alterada de glucosa (IGT), o ambos; se ha visto que también
existen cambios composicionales y posiblemente funcionales de la microbiota intestinal
25 Algunas de estas investigaciones de forma general sugieren que la microbiota
intestinal en individuos con DM2 es menos eficiente en la produccion de SCFA debido a
la pérdida de bacterias productoras de estos metabolitos 2627, Sin embargo, este hallazgo
no siempre se observa en individuos con DM2, para los mismos metabolitos. Estudios
realizados en poblaciones en distinto contexto geografico indican que los géneros
bacterianos que se encuentran asociados con la DM2 varian apoyando la observacion
de que existe una heterogeneidad en la microbiota intestinal entre poblaciones

3



separadas geograficamente 28. Este Ultimo hecho podria explicar por qué se observa una
disparidad entre los resultados en cuanto a la pérdida de taxones productores de SCFA
de la microbiota intestinal, asociados a individuos de diferentes paises con DM2, donde

se ha visto que los taxones son distintos (Fig. 1)23-7.

Perdida de productores de Butirato

En DM2
B Mexico
Europa Faecalibacterium
China prausnitzii

SS3/4

Anaerostipes Clostridiales sp.
hadrus Eubacterium
rectale

Figura 1. Diferencias entre la pérdida de especies bacterianas productoras de SCFA de la microbiota
intestinal, asociadas a individuos con DM2, en diferentes poblaciones 72%°,

Ademas de la correlacion negativa en la produccion de los SCFA con la DM2,
también existen metabolitos que tienen una correlacion asociados con la efectividad de
los tratamientos. Tal es el caso de los fenoles, donde se ha visto que productos ricos en
compuestos fendlicos (Por ej. el aceite de oliva extra virgen) mejoran el control
metabolico en individuos con DM2 3°. Es probable que la capacidad de la microbiota
intestinal de producir fenoles se vea asociada con un estado de salud y la ausencia de
DM2. Por otra parte, estudios recientes revelan que también las bacterias degradadoras
de mucina, como Akkermansia muciniphila, juegan un papel importante en la DM2 debido
a que su presencia mejora la funcion hepatica, reduce la inflamacion, alivia el estrés

oxidativo, entre otras funciones benéficas 3'. Se ha visto que la degradacion de mucina,



por A. muciniphila conduce a un aumento de las uniones estrechas y la secrecién de
mucina por las células caliciformes productoras de mucina en el epitelio intestinal; lo que
engrosa la capa de mucina; mediante una posible regulaciéon post-transcripcional 3'-33.
Estudios han encontrado que la disminucion en abundancia de A. muciniphila esta
asociada con una alteracidn de la secrecién de insulina, DM2 sin tratar, con obesidad e
hipertension 3437, Lo anterior da evidencia de la existencia de una gama distinta de
funciones bacterianas y comunitarias que afectan al hospedero y su abundancia se
asocia al progreso de la DM2. Apoyando esa idea, recientemente se han reportado una
serie de otros metabolitos producidos por la microbiota que han sido correlacionados con
la DM2. Tal es el caso del sulfuro de hidrogeno (H2S), el tiosulfato y N-oxido de
trimetilamina (TMAO) entre otros 3849, Asi, se ha encontrado que algunas bacterias sulfo-
reductoras, como Desulfovibrio piger, estan enriquecidas en la DM2. Ademas, se ha
asociado significativamente bacterias reductoras de sulfato en el modelo murino de
sindrome metabdlico y en animales con una dieta alta en grasas #'. El H.S generado por
bacterias reductoras de sulfato, influye en varios sistemas biologicos, incluidos los
sistemas endocrino, cardiovascular y nervioso. El H2S activa directamente la secrecién
del péptido 1 similar al glucagéon (GLP-1) y aumenta los taxones reductores de sulfato.
Notablemente, se ha visto esta produccién de H>S como una parte intrinseca de la
patogenia de la DM2 en Africanos 4.

Estos enfoques han sido cualitativos en cuanto al comportamiento metabdlico
hipotetizado para la microbiota, ya que la presencia de genes metabdlicos en la
microbiota no garantiza su expresion ni un cambio en la reaccion bioquimica asociada.
Una estrategia para incrementar la certeza del estado metabdlico de la microbiota es la
medicién directa de los flujos mediante el marcaje de carbono o nitrégeno 42. Las
limitantes de esta tecnologia es que es costosa, aun esta en desarrollo para el estudio
de comunidades bacterianas, y las condiciones de cultivo difieren con las que se tienen
in situ; esto se refleja en los pocos estudios de este tipo, y la falta de ellos para la DM2
144344 Una alternativa es el uso de herramientas de biologia de sistemas; que permiten
un abordaje teorico sobre el fenotipo metabdlico de la microbiota, creando hipétesis al

tomar en cuenta un gran conjunto de datos.



1.2. La biologia de sistemas en el estudio de la microbiota intestinal y
la DM2

Entender las complejas interacciones y mecanismos metabdlicos que llevan a
cabo la microbiota intestinal en el desarrollo y tratamiento de DM2 resulta necesario para
un posterior desarrollo de estrategias que permitan la prevencion y disefio de
tratamientos o coadyuvantes. En este contexto, la biologia de sistemas es un formalismo
adecuado para entender las interacciones y mecanismos metabdlicos de la microbiota
intestinal. Su formalismo integra el analisis de datos masivos U omicos, e inclusive el
modelado del metabolismo en comunidades microbianas como es la microbiota

intestinal.

Existen estudios donde se ha implementado el uso de herramientas de biologia
de sistemas para el estudio de la microbiota intestinal en padecimientos como el
sindrome de intestino irritable, la obesidad, y la DM2, principalmente empleando datos
omicos 4%4%. Notablemente, dichos estudios han identificado y resaltado algunos genes
de la microbiota relacionados con funciones particulares y los han correlacionado con
estados de salud y enfermedad '446-48, Una estrategia complementaria es el modelado
metabdlico in silico, el cual permite obtener hipdtesis sobre el fenotipo de comunidades
bacterianas asi como de cada uno de sus miembros. Esto lo realiza al estimar los flujos
metabolicos de una bacteria o una comunidad microbiana utilizando modelos
metabdlicos a escala gendmica, restricciones asociadas a mecanismos enzimaticos, y
algoritmos de optimizacion computacional 4°5°. Esta estrategia permite cuantificar las
alteraciones metabdlicas de la comunidad microbiana que pueden generar un cambio de
los metabolitos disponibles en el lumen intestinal de su hospedero, al utilizar modelos
computacionales que proponen flujos metabolicos en las redes bioquimicas 2°. En
bacterias individuales, el modelado metabdlico mediante el analisis de balance de flujo
(FBA), es comunmente utilizado como herramienta en la ingenieria de vias metabdlicas.
El FBA ha demostrado ser una herramienta valiosa para explorar sus respectivas

capacidades metabodlicas y se ha utilizado exitosamente en la investigacion basica 4950,



1.3. Modelado basado en restricciones y Analisis de Balance de Flujos

Entre los posibles paradigmas para explorar la actividad metabdlica en microbiota
se encuentran los modelos basados en restricciones. Estos son de gran interés para
inferir la actividad metabdlica en microorganismos integrando modelos metabdlicos a
escala genomica. Recientemente, estos modelos se han aplicado para evaluar la
actividad metabdlica en microbiota con resultados interesantes para contribuir a la

interpretacion y posible control del metabolismo bacteriano 57:52,

Los analisis basados en restricciones de redes metabdlicas han ganado una
popularidad considerable para simular el metabolismo celular, de los cuales el Analisis
de Balance de Flujos (FBA) es el mas utilizado. La realizacion de un FBA implica cuatro
pasos: reconstruccion de una red metabdlica, representacidn matematica de las
estequiometrias de las reaccidén con balance en carga y masa, definicion de la funcidn
objetivo (OF), y la optimizacion de la OF con adicién de restricciones enzimaticas vy
termodinamicas (Figura 2).
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En el FBA, la aproximacion de flujos se realiza a partir de un modelo metabdlico
a escala del genoma que contiene todas las reacciones bioquimicas conocidas del
organismo u organismos (ej. comunidades bacterianas o microbiota intestinal). Para
definir el sistema, cada una de las reacciones bioquimicas y de transporte del modelo
bioldgico se identifican por medio de las enzimas o transportadores de membrana y
genes correspondientes, que tipo de reaccidon llevan a cabo, su reversibilidad, los
metabolitos involucrados, asi como la compartimentacion 5. Posteriormente estas
reacciones y sus correspondientes estequiometrias se representaran con un formalismo
matematico mediante una matriz estequiométrica que permitira el uso de herramientas
informaticas para la resolucion de la OF. La funcion objetivo, puede representar la
produccion de uno o varios metabolitos, que mediante su optimizacion lineal, determina
la distribucion del flujo de reaccion de estado estacionario en una red metabdlica. La
optimizacién de la OF se basa en la premisa de las presiones de seleccion durante la
evolucion que guian los sistemas hacia la optimizacion, por lo tanto el sistema bioldgico
modelado se desempena de manera Optima con respecto a una funcion metabdlica;
usualmente la produccion de biomasa, que se representa como la generacion de
macromoléculas especificas para cada célula (los bloques de construcciéon que se
utilizan para generarlos), y por ende son necesarias para la proliferacion celular 54555,
Elegir la OF para la maximizacion del crecimiento o biomasa permite predicciones
consistentes con las observaciones experimentales. Otras funciones objetivos incluyen:
la minimizacion de la produccion de ATP, que resulta util para determinar las condiciones
de eficiencia energética metabdlica 6ptima; minimizacion de la absorcién de nutrientes
y/o maximizacion de produccion de un metabolito deseado, esto empleado para la
optimizar la producciéon de compuestos quimicos. Los resultados posibles (espacio
solucion) tras la optimizacion de funciones objetivo se reducen mediante la
implementacion de restricciones. En general, para reflejar las condiciones enzimaticas,
termodinamicas y ambientales, existen 4 tipos de restricciones: fisico-quimicas,
restricciones espaciales o topoldgicas, restricciones ambientales dependientes de la
condicion, y regulatorias %¢-°¢. Una vez que se define la OF y se asume que el sistema

esta en estado estacionario, el sistema de ecuaciones se resuelve con el conjunto de



restricciones de balance de masa. Esta distribucidn de flujo sugiere las capacidades
metabolicas presentes en el sistema 5056,

Para la realizacion del FBA se puede utilizar una variedad de herramientas para
la optimizacion como son COBRA Toolbox (constraints-based reconstruction - Toolbox),

SNA, OptCom, BacArena, y MICOM para comunidades bacterianas a escala realista
14,59-62

1.4. Modelacion in silico del metabolismo en microbioma empleando el
software MICOM

Uno de los retos actuales en el area de la Biologia de sistemas es la inferencia
de la actividad metabdlica en comunidades bacterianas en el intestino. Con la finalidad
de contribuir a este objetivo, se han planteado en la literatura algunas propuestas, entre
estas MICOM (Microbial Community), un software desarrollado en nuestro grupo de
trabajo. Micom permite construir un modelo de comunidad a partir de una lista de
modelos hechos en COBRA previamente curados y dispuestos en la base de datos
AGORA (assembly of gut organisms through reconstruction and analysis). De forma
breve, MICOM calcula los flujos de intercambio entre bacterias con el medio ambiente
definido por la dieta, mediante FBA. Esto lo realiza partiendo de las abundancias
bacterianas y, por lo tanto, es compatible tanto con datos experimentales de
secuenciacion del gen marcador ribosomal ARNr 16S, como con secuenciacion shotgun.
Ademas, mediante una variedad de algoritmos permite una optimizacion compensatoria
(compensacion cooperativa) que modela el equilibrio entre la maximizacion de la tasa de
crecimiento individual y los objetivos cooperativos de la comunidad, esto con la finalidad
de obtener un comportamiento realista y en cuanto a las velocidades de crecimiento

bacterianas.

Micom parte de varias suposiciones para inferir tasas de crecimiento y flujos en una
comunidad microbiana, las cuales son:
1. Las tasas de crecimiento y las abundancias relativas en la comunidad se

mantienen estables.
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2. Lamayoria de los taxones que estan presentes en una muestra bioldgica deberian
poder crecer (tener una tasa de crecimiento mayor a 0).
3. Las abundancias relativas de ADN se pueden utilizar como una aproximacion al

peso seco de los taxones bacterianos.

La extension de FBA a las comunidades microbianas ha sido un desafio debido a
la necesidad de modelar los intercambios metabdlicos entre bacterias y sugerir una
funcién objetivo adecuada para imitar el crecimiento de toda la comunidad y de especies
bacterianas individuales 4.

Las restricciones implementadas en MICOM, como la dieta (restriccion ambiental)
y las abundancias de especies microbianas, son necesarias para el modelado de la
comunidad. Las restricciones implementadas en MICOM también han sido utilizadas en
otros softwares similares como SteadyCom 43, Estas restricciones se aplican a todos
los problemas de optimizacion en MICOM y se denominan "limitaciones de la
comunidad".

Micom ademas de permitir obtener los flujos metabdlicos 6ptimos, también
permite que a partir de estos flujos se realicen analisis utiles como son la identificacion
de relaciones de competitividad y cooperatividad, y el analisis de elasticidades '* (Figura
3).
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Figura 3. Analisis y resultados generados con MICOM. En la parte superior se muestra la distribucion de
flujos éptimos por bacteria y en comunidad bacteriana, el cual es el resultado principal y que sirve como
base para el resto de analisis. En la parte inferior derecha se muestran las variables de partida necesarias
para identificar los cambios en perfiles de excrecidon metabdlica de comunidades bacterianas. En la parte
inferior izquierda se muestra el tipo de interacciones metabdlicas que puede identificar MICOM a partir de

los metabolitos compartidos en el medio.

1.4.1. Estudio in silico de las interacciones metabodlicas microbianas

Las interacciones entre los miembros de una comunidad bacteriana son complejas
y dificiles de describir para cada caso concreto. Una manera de proponer tedricamente
la dependencia del crecimiento de una bacteria de la presencia de otras bacterias es a
partir de realizar eliminacion de taxones o knockouts in silico presentes en la comunidad
bacteriana. Donde se realiza para cada taxon individual en una comunidad bacteriana y
se observa como esto cambia las tasas de crecimiento de otras bacterias. Existen 2 tipos
de interacciones asociadas a dichos cambios, por una parte un comportamiento

cooperativo y por otra un comportamiento competitivo. Si la eliminacién de una bacteria
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aumenta el crecimiento de otra, esto indica competitividad, mientras que una tasa de
crecimiento disminuida indica cooperatividad. Este tipo de intervenciones In silico se
pueden realizar empleando MICOM, para ello, después de eliminar un OTU bacteriano
realiza un proceso de optimizacion mediante una compensacién cooperativa, para
obtener una unica solucién en cada caso. Este tipo de intervenciones tedricas se han
realizado en diferentes estudios, y se ha visto que las especies dentro de las
comunidades con mayor cantidad de interacciones cooperativas, existe menos
superposicion de recursos. Mientras que en las interacciones de tipo competitiva existe
la multiple requerimiento de los recursos compartidos %465, Este tipo de simulaciones han
mostrado que, si bien, las comunidades competitivas pueden resistir mejor la invasion de
especies, estas son menos robustas al cambio de nutrientes. En contraposicién, las
comunidades cooperativas son susceptibles a la invasion de especies pero resistentes
al cambio de nutrientes en el medio %556, Notablemente, estudios previos han identificado
comportamientos interesantes, respecto a la microbiota intestinal de la DM2. Por
ejemplo, muchos de los géneros bacterianos con un mayor numero de interacciones, son
aquellos que anteriormente se habian visto asociados con la salud o enfermedad
intestinal, como Anaerostipes, Blautia, Escherichia y Eubacterium '*. Este tipo de
intervenciones podrian sugerir las diferentes dinamicas que existen entre miembros de
la microbiota intestinal y de esta manera estudiar su asociacion en padecimientos como
la DM2. Ademas se podra identificar a los miembros con una mayor cantidad de
interacciones con los demas miembros de la microbiota, para proponer intervenciones

que restauren la dinamica de una microbiota sana.

1.4.2. Intervenciones in silico de dieta y abundancias bacterianas

Las intervenciones univariadas particulares, que consisten aumentar Ia
disponibilidad de un solo metabolito en la dieta o aumentar la abundancia de un solo
género bacteriano a la vez, son cuantificadas mediante el uso de coeficientes de
elasticidad (elasticidades) que son medidas adimensionales de cuan fuertemente afecta
un parametro a un flujo metabolico dado 6768, Un alto coeficiente de elasticidad, implica

que esa intervencion genera un gran aumento o decremento del flujo metabdlico
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seleccionado, dependiendo de la direccion del cambio. Por otro lado, valores cercanos a
cero para el coeficiente de elasticidad, hablan de la robustez del sistema ante las
intervenciones dadas. En algunos casos, como en el disefio de tratamientos, dietas o
probidticos; se tiene interés en probar ciertas estrategias puntuales de intervencion en
nuestros modelos. Especificamente, en la modificacion de los flujos de exportacion de la
microbiota al medio ambiente. Para ello MICOM a partir de las elasticidades ofrece
principalmente informacion con respecto a:

e Elimpacto que tiene el cambio de la abundancia de bacterias en los intercambios.

e Como se ven modificados los intercambios al modificar los flujos relacionados a

la dieta.

De igual manera que en los knockouts In silico, después de generar estas
intervenciones, se realiza una optimizacién con compensacion cooperativa. Este tipo de
intervenciones pueden ser utiles cuando se busca un medio para, por ejemplo, aumentar
la produccidon de algun metabolito de interés que tenga la capacidad de mejorar los
perfiles metabdlicos de individuos con DM2, como puede ser el butirato.

Los efectos mas fuertes y mas comunmente observados en estudios previos de
microbiota relacionada a DM2 fue la disminucion en la produccion general de SCFA ©°.

En estudios previos se ha visto que las muestras de individuos sanos presentan
coeficientes de elasticidad mas bajos que las dos muestras de diabetes tipo 2, lo que
puede interpretarse como una robustez a los cambios. Lo cual indica que es factible
emplear este tipo de herramientas para la modificacion del comportamiento metabdlico
de la microbiota de individuos con DM2, con una menor robustez a intervenciones 4.

En este contexto, este trabajo de tesis se enfoca en la caracterizacién teorica del
comportamiento metabodlico de comunidades microbianas asociadas a DM2. Con este fin
se implementara una serie de métodos de modelos basados en restricciones para el
metabolismo en comunidades de bacterias y crear hipotesis sobre los posibles flujos de
exportacion de la microbiota en una cohorte de individuos diabéticos mexicanos. Este
proyecto, representa un punto de partida valioso para el disefio de experimentos de
validacion, identificaciéon de biomarcadores y desarrollo de estrategias de modificacidon
de microbiota intestinal con fines terapéuticos en DM2.
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Capitulo 2

Justificacion y contribucion

2.1. Justificacion

Debido a que los casos de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) son cada vez mas
comunes en todo el mundo, siendo en México la segunda causa de mortalidad, es
importante entender las modificaciones metabdlicas en la microbiota intestinal de
individuos con distinto avance de la DM2 7°. La implementacion de métodos de biologia
de sistemas permitira caracterizar sus alteraciones y en un futuro disefiar biomarcadores

metabdlicos o tratamientos de mayor efectividad en poblacién mexicana.
2.2. Contribucién

Este proyecto busca identificar funciones metabdlicas de la microbiota intestinal
de individuos mexicanos diagnosticados con DM2, lo que permitira en formular
estrategias experimentales para la identificacion de biomarcadores metabdlicos y el
disefio de modificacion de las abundancias y/o interacciones metabdlicas microbianas
para el tratamiento de DM2.
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Capitulo 3
Hipotesis
3.1. Hipotesis

Mediante un modelado metabdlico in silico de la microbiota intestinal proveniente
de una cohorte estratificada en individuos sanos, con prediabetes y diabetes, se podran
identificar diferencias significativas entre la actividad metabdlica asociada a la microbiota
intestinal. Ademas de reproducir aspectos generales tales como la disminucién en la
produccion de acidos grasos de cadena corta (SCFA), nuestro analisis permitira
identificar posibles mecanismos metabdlicos y biomarcadores relacionados al progreso

de la enfermedad.
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Capitulo 4

Objetivos

4.1. Objetivo General

Caracterizar e inferir las actividades metabdlicas entre microbiota intestinal en
individuos con diferentes estadios de la diabetes tipo 2 (sanos, con prediabetes, y
con DM2) a partir de un modelo in silico del metabolismo de comunidades

bacterianas.

4.1.1 Objetivos particulares

Realizar un modelado basado en restricciones de las comunidades bacterianas
presentes en las muestras para cada estadio de DM2, utilizando el software
“MICOM”.

Identificar los metabolitos de exportacion de las comunidades bacterianas hacia
el lumen intestinal, asi como las interacciones entre la microbiota, mediante
modelado computacional.

Evaluar los resultados en base a reportes en la literatura.

Proponer algunos biomarcadores para el progreso de la DM2 en poblacion

Mexicana.
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Capitulo 5

Material y metodos

Durante el desarrollo de este trabajo de investigacion se requirié un conjunto de

pasos secuenciales que inician en la toma de muestra y secuenciacion (Figura 4A), que

fué parte de un estudio de asociacién de nuestro grupo de laboratorio. Por ultimo, se

realizé el modelado metabdlico de comunidades microbianas (Figura 4B) y analisis

posteriores, lo cual es lo que aporta esta tesis; los scripts y datos empleados se
encuentran en: https://github.com/resendislab/MICOM-MEX-Diabetes/
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Figura 4. Resumen secuencial de
pasos requeridos para este
proyecto. Se parte de muestras
de microbiota fecal de individuos
a diferentes niveles de progresion
de la enfermedad. Después cada
muestra es secuenciada y se
procede la identificacion de
bacterias y las abundancias
relativas de cada una de estas.
Se recurre a la base de datos
AGORA para la recopilacion de
reconstrucciones para cada
bacteria. Con MICOM, se realiza
un  modelado basado en
restricciones de la comunidad,
que da como resultado la
prediccion de la distribucidn
optima de flujos en las
condiciones  deseadas. (A)
Secuencia experimentales. (B)

Secuencia in silico.
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5.1. Estructura de datos

Las muestras de microbiota fecal provienen de 402 individuos del estado de
Guanajuato, México; sin diagndstico previo de diabetes, que se clasifican en los siguiente
grupos: Tolerancia normal a glucosa (NT), individuos con DM2; con prediabetes, glucosa
alterada en ayunas (IFG), tolerancia alterada de glucosa (IGT), ambos (IFG+IGT).
Adicionalmente se tienen 25 individuos con DM2 y antecedentes de tratamiento con
metformina (los cuales fueron excluidos del modelado). Estos datos fueron generados
por el grupo de Biologia de Sistemas perteneciente a RAI-UNAM, INMEGEN vy la
Universidad de Guanajuato; y actualmente se encuentran publicados en el articulo
“Progressive shifts in the gut microbiome reflect prediabetes and diabetes development
in a treatment-naive Mexican cohort’ https://doi.org/10.3389/fendo.2020.602326 "'. En
este articulo se menciona que el protocolo de estudio fue revisado y aprobado por el
Consejo de Investigaciones de la Universidad de Guanajuato. Todos los participantes
proporcionaron su consentimiento informado por escrito para participar en este estudio.

La distribucion de los individuos en los grupos se muestra en la figura 5:
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Figura 5. Distribucion de individuos en grupos de estadios de salud/enfermedad relacionados a la diabetes
y prediabetes. Tolerancia normal a glucosa (NT), glucosa alterada en ayunas (IFG), tolerancia alterada de
glucosa (IGT), prediabetes combinada (IFG+IGT), diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
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5.2. Modelado computacional del metabolismo en microbiota
empleando MICOM

A partir de las 402 muestras seleccionadas y sus respectivas abundancias
relativas se realizé de forma secuencial diferentes pasos para llegar a los resultados de
las interacciones, intervenciones univariadas y flujos de intercambio con el medio.
Inicialmente mediante una matriz que contiene las muestras, los géneros presentes y sus
abundancias relativas, se realizo la construccion del modelo de comunidad, donde a cada
bacteria presente se le asign6 su respectivo modelo proveniente de las 773 posibles
reconstrucciones contenidas en AGORA. Posteriormente, para la realizacion de los
pasos siguientes (Figura 6) se utilizo MICOM (version 0.10.1 en python 3.5), en un
servidor empleando un maximo de 28 procesadores dispuestos en paralelo. Para las
reconstrucciones que representaron cada muestra se unieron en un modelo

multicompartimental, donde aquellas bacterias con una abundancia relativa menor a

1x10-3 fueron descartadas. Posteriormente se eligio el medio de crecimiento de las

bacterias a modelar, el cual impone los limites superiores para los flujos de metabolitos
de consumo; en este caso se baso en una dieta occidental promedio ya que es la mas
acorde a la poblacién elegida y fué utilizada en otros estudios 47273, A continuacion se
realizé un modelado en medio minimo es decir, el conjunto minimo de flujos de
importacion que permiten un crecimiento optimo en el medio seleccionado. Para tener
en cuenta la captacion en el intestino delgado, redujimos todos los flujos de importacion
de los metabolitos comunmente absorbidos en el intestino delgado en un factor de 10,
como ha sido reportado previamente 474, Posteriormente se realizd un modelado de
‘compensacion cooperativa® que consta de modelar el sistema resolviendo 2 funciones
objetivo a la vez (aumento de la biomasa de la comunidad y aumento de biomasa
individual), con un coeficiente de compensacion de 0.5; lo cual indica el valor maximo de
optimizacién para la comunidad bacteriana. Esto ultimo para permitir un comportamiento
mas acorde a lo que ocurre en comunidades bacterianas de forma natural, como es la
microbiota intestinal, segun lo reportado 4. Para informacion mas especifica, se sugiere

revisar la guia de MICOM: https://resendislab.qgithub.io/micom/.
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Hasta este punto se identificaron los flujos metabdlicos y tasas de crecimiento
bacterianos, para cada muestra. Estos resultados son importantes pues aportan la
informacion necesaria para caracterizar los flujos de exportacidn al lumen de metabolitos
(incluido los SFCA) y el comportamiento que servira de base para identificar el efecto
que tendran tanto los knockouts con las intervenciones univariadas (elasticidades).

Identificacién de flujos
metabdlicos y tasas de
crecimiento

1

Inferencia de
interacciones de
cooperacion y
competencia en
comunidades bacterianas

Identificacion del efecto
de intervenciones
univariadas y sus

coeficientes de
elasticidad

Caracterizar los flujos
metabdlicos de
intercambio con el medio
y los diferentes estadios
diabéticos

Figura 6. Pasos que se realizaron en MICOM, para realizar la caracterizacion a nivel de sistemas.

5.3. Inferencia de interacciones de cooperacion y competencia en las

comunidades bacterianas

Para estudiar las posibles interacciones de la microbiota de las muestras
obtenidas se realizaron 2 intervenciones: knockouts in silico e intervenciones univariadas
(concentracion de metabolito en el medio o abundancia bacteriana) para obtener
coeficientes de elasticidad. Con el fin de cuantificar las interdependencias de la tasa de
crecimiento, se realizaron knockouts in silico para cada género en cada muestra y se
rastred el cambio en las tasas de crecimiento para todos los géneros restantes en la

muestra. Aqui encontramos, como la tasa de crecimiento de cada género fue influenciada
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por otro género; cada interaccion se registro por pares, de género bacteriano intervenido
con el afectado. En nuestra simulacion definimos una interaccion cooperativa entre dos
géneros cuando al eliminar uno de los géneros (knockout), el otro género redujo su
produccion de biomasa. De forma complementaria, una interaccion entre dos géneros se
definio cdmo competitiva cuando al eliminar uno de los géneros en otro género aumento
su produccion de biomasa. Este proceso se realizé con todos los pares de géneros. y se
construyo las redes de interaccion mostradas en la figura 8. Con el proposito de identificar
las interacciones asociadas al distinto progreso de la diabetes tipo 2, el estudio de
knockout se realiz6 sobre un subconjunto de 39 individuos seleccionados en cada grupo
de los definidos en la figura 5. Esta seleccion numeérica se determiné para explorar las
diferencias entre los grupos evitando el problema de balance de muestras. En la figura 8
se muestran las interacciones de las 195 muestras seleccionadas totales (39 para cada
uno de los 5 grupos) y seleccionando las 500 interacciones de mayor magnitud.
Posteriormente se realizaron 4 pruebas de ANOVA, una considerando los valores
de interaccién (cambio en las velocidades de crecimiento) y 3 para el numero de
interacciones cooperativas, competitivas y totales; respectivamente. Esto con la finalidad
de identificar diferencias estadisticamente significativas entre el numero y fuerza de
interacciones, y los diferentes estatus a los que puede pertenecer cada muestra. A pesar
de que el estudio anterior nos permitié concluir que no existen diferencias en el numero
de interacciones cooperativas y competitivas entre los grupos de estudio, a un nivel mas
detallado evaluamos la existencia de interacciones entre géneros que podrian estar
asociados al progreso de la enfermedad. Manteniendo este objetivo, se realiz6 una
regresion logistica multinomial sobre la direccion de las interacciones en cada estadio.
Las variables dependientes fueron de tipo categodricas siendo los grupos de estudios
indicados en la figura 5. Las variables predictoras fueron todos los pares de interaccion
bacterianos mostrados, incluyendo el tipo de interaccién (cooperativa, competitiva, sin
interaccion), representadas de forma booleana en one hot encoding. El modelo final se
obtuvo de un ensamble serial de tipos de pares de interaccion estadisticamente
relevantes obtenidas de varios modelos regresion de bloques de 4 variables (Figura 7).
De esta manera, en cada simulacion, se seleccionaron aquellos pares de interaccion que

tuvieran un coeficiente beta con un valor de p<0.05, para al menos uno de los grupos de
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estudio. Posteriormente, a partir de aquellas variables con un coeficiente significativo, se
emplearon para generar un nuevo modelo y se comprobd que las interacciones
permanecieran significativas, ver figura 7. Al final de este proceso iterativo se obtuvo un
modelo final. La precision del modelo se evalué con los mismos datos de entrenamiento

y se realizé un heatmap de la matriz de confusion.
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Figura 7. Construccion de modelo de regresion logistica de forma a partir de bloques. De arriba hacia

abajo, muestra los pasos que se llevaron a cabo para generar el modelo final, utilizado para el analisis de
datos.
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Finalmente, se realizé un analisis ecoldgico donde se identificaron los filos a los
que pertenecen los pares de interacciones relevantes del modelo, generando con ellos
redes donde cada género fue representado como un nodo y su color corresponde a su
filo. Este ultimo estudio, tiene el propdsito de comparar el comportamiento de la
comunidad bacteriana entre los tipos de interaccion, ademas de identificar filos y géneros

bacterianos claves en esta.

5.4. Identificacion del efecto de intervenciones univariadas y sus

coeficientes de elasticidad

Nuestro modelo in silico tiene capacidad para disefiar estrategias personalizadas
en la modificacion de la microbiota en individuos con prediabetes o DM2 buscando
recuperar funciones asociadas a la salud, como la produccion de SCFA (acetato, butirato
y propionato). Para ejemplificar estas capacidades, se parti¢ de la seleccion aleatoria de
una muestra por estadio y se realizaron intervenciones in silico univariadas utilizando el
software MICOM. En cada simulacién, se modificd la abundancia de metabolito en el
medio (dieta) y la abundancia de cada género, una intervencion a la vez. Para medir el
efecto de la intervencion, se obtuvo un coeficiente de elasticidad que indica cdmo afecta
especificamente cada intervencion a la produccion de uno o varios metabolitos
deseados. Utilizando los coeficientes de elasticidad, se generé un mapa de calor de las
intervenciones mas relevantes presentes a lo largo de las muestras para los metabolitos

seleccionados.

5.5. Flujos metabdlicos de intercambio con el medio

Después del modelado metabdlico basado en restricciones que se realizé con
MICOM, se obtuvo una matriz de flujos, la cual contiene informacién sobre las reacciones
y su actividad en unidades de flujo metabdlico (mmol/gDW*h). Posteriormente se
recuperaron unicamente los flujos de intercambio con el medio de todas las muestras y
se escalaron con respecto a la abundancia relativa de cada género bacteriano
correspondiente. Para identificar similitudes en el comportamiento de géneros
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bacterianos, la matriz de flujos fue empleada en la generacion de graficos UMAP
(Uniform Manifold Approximation and Projection); la cual es una técnica de aprendizaje
de maquinas no supervisado para la reduccién de dimensiones, que muestra cercania
entre los individuos graficados segun la similitud entre sus variables independientes.
Posteriormente se realizaron graficos de caja (o boxplots) para los flujos totales de SCFA,
es decir los resultantes al sumar los flujos de exportacion, importacion o ambos (flujo
neto) en cada muestra. Finalmente para cada tipo de flujo se realiz6 en cada grupo de
muestras una eliminacion de valores atipicos; con la finalidad de evitar la influencia de
estos valores en el analisis estadistico posterior, permitiendo encontrar de forma clara
las diferencias entre los grupos. Los valores por encima de Q3 + 1.5 x IQR o por debajo
de Q1 - 1.5 x IQR fueron considerados como valores atipicos (outliers). Donde Q1 y Q3
son el primer y tercer cuartil, respectivamente. IQR es el rango intercuartilico (IQR = Q3
- Q1).

5.5.1. Filtrado de datos y analisis estadisticos

Una vez teniendo los flujos netos sin valores atipicos, se inicié normalizando los
datos mediante el método de Rankit, esto con el fin de cumplir el supuesto de normalidad
de datos para los analisis posteriores. Después se realizé un ANOVA para cada flujo
neto con respecto a los grupos, seguido de su respectivo ajuste de valor de p.
Posteriormente se realizé como post hoc una prueba de comparaciones multiples, la cual
fue la de Bonferroni; una vez obtenidas estas comparaciones se corrigio la inflacion del
error de tipo | (false discovery rate o FDR). Por ultimo se generd una tabla basal (tabla
B-1) donde se conservaron de manera ordenada los 188 flujos con un valor de p menores
a 0.01 obtenidos del ANOVA, senalando la media, la desviacion estandar y las
diferencias significativas encontradas por pares de grupos en el post hoc. Mediante estos
flujos ordenados se seleccionaron los 40 flujos mas relevantes para posteriormente
realizar un UMAP. Posteriormente se generaron boxplots para 6 de los flujos que
presentaron mayor relevancia estadistica segun el ANOVA, donde se indico la
significancia estadistica obtenida en el estudio por pares mediante asteriscos (valores de
p<0.05%, <0.01**, <0.001***). Para lo anterior se empleo R studio (version 1.2.5019).
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Capitulo 6

Resultados y discusion

Nuestros analisis partieron de datos de abundancias bacterianas previamente
reportadas para una poblacién mexicana estratificada por distintos grados de avance de
la DM2 2°. De manera simplificada estos datos provienen de la secuenciacion de la regién
hipervariable V4 del gen de ARNr 16S bacteriano, lo cual otorga informacién sobre las
bacterias a nivel de género bacteriano para cada uno de los 402 individuos. Estos
individuos estan estratificados segun su estado de salud o progreso hacia la diabetes. A
continuacion se presentan una serie de analisis computacionales donde se explord
cuestiones tales como la caracterizacion in silico de las interacciones bacterianas en
cada paciente, el efecto de ciertas intervenciones en la abundacia y los flujos de
intercambio con el medio, particularmente la produccion de SCFA en la microbiota. Estos
estudios nos permitieron establecer hipotesis sobre el fenotipo metabdlico de la
microbiota intestinal que diferencian los estadios de la DMZ2, sus mecanismos
metabdlicos, y estructurar posibles estrategias para abatir su avance. Asi, nuestro
estudio propone fenotipos de la microbiota que podrian jugar un papel relevante en el
desarrollo de la DM2, de los cuales se propone su posterior validacion experimental.
Estos fenotipos bacterianos los proponemos como potenciales biomarcadores, y
posibles elementos de control metabdlico de la microbiota, de la poblacion de individuos

estudiada en este proyecto.
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6.1. Identificacion de las interacciones de cooperacidon y competencia
en la ecologia microbiana asociada con los estadios de

salud/enfermedad relacionados a la DM2

Un primer estudio que exploramos fué inferir las reglas de interaccion de la
microbiota intestinal, mediante el modelado in silico en el software MICOM, partiendo de
las abundancias de las bacterias medidas experimentalmente. La premisa central que
motivo este estudio estriba en el hecho de que el progreso de la DM2 conlleva
alteraciones metabdlicas principalmente en el consumo de la glucosa. Consecuencia de
esta alteracidn, hay evidencia de que la microbiota cambia su composicion, y una
pregunta que le precede es si las reglas de interaccién ecologica también cambian con
el progreso de la enfermedad. Con este objetivo, se realizaron knockouts in silico para
cada género bacteriano, en cada muestra, para identificar las posibles interacciones
metabdlicas que se llevan a cabo entre miembros de la microbiota intestinal.
Posteriormente a este estudio, se identificaron las interacciones relevantes y tipicas de
los diferentes estadios de DM2. De forma breve, las interacciones entre cada género de
cada muestra fueron clasificadas como cooperativas o competitivas, esto considerando
que la magnitud de cada una representa el cambio en la velocidad de crecimiento del
género afectado.

A partir de estos resultados se generd una representacion visual de los mismos.
Se obtuvieron 5 graficos que muestran las interacciones, su fuerza y tipo (competitivo y
cooperativo), que se generaron a partir de las 500 interacciones de mayor magnitud. En
términos generales concluimos las siguientes observaciones. La primera observacion
general que encontramos fue una tendencia a la disminucién en el numero de
interacciones en las muestras de diabéticos en comparacién a los sanos (Figura 8).
Ademas, notamos que el grupo de individuos sanos tuvo el mayor numero de
interacciones competitivas (Tabla 1) con respecto a todos los grupos, lo cual se ha
postulado que es una caracteristica de una microbiota resistente a invasiones
bacterianas %566, También, es el grupo con mas nodos o bacterias participantes en las
interacciones, ademas fué el segundo grupo con mayor numero de interacciones

conjuntas competitivas y cooperativas detectadas por nuestro algoritmo, después de
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IFG+IGT (Tabla 1). EI numero alto de nodos identificados en los individuos sanos nos
sugiere que podria estar relacionado con la alta diversidad asociada a la microbiota sana,
que se va perdiendo durante el progreso hacia la DM2 7>¢5%_ Por otra parte, observamos,
principalmente en las muestras de individuos sanos, un subconjunto de bacterias que se
encuentran altamente interconectadas por una red de interacciones cooperativas
incluidas Prevotella, Streptococcus y Alistipes; mientras que en el grupo IFG+IGT se
observan principalmente en los ultimos 2 géneros bacterianos (bordes azules en la figura
8). Se sabe que estos géneros son productores de SCFA y a menudo se asocian con
estados de salud o bienestar 276, En nuestro caso, debido a su alta conectividad
caracterizadas por interacciones cooperativas podria ser un mecanismo adecuado para
asegurar su supervivencia ante cambios nutrimentales 8566, Notablemente, en el resto
de los grupos de la cohorte se observa un comportamiento similar en estos géneros, pero
con un menor numero de interacciones; con la excepcion de los géneros Dorea y
Dialister, que se encuentran también altamente conectados cooperativamente en IGT y
DM2, respectivamente. Esto entra en concordancia con la literatura donde el aumento
de la abundancia de Dorea esta correlacionada con la DM2’” y para Dialister se ha
observado una alta abundancia con un mayor nivel de glucosa en la prediabetes 787°.
Por otra parte, en el caso de los sanos se observa una fuerte interaccidon competitiva
entre Prevotella y Alistipes, de igual modo que en Streptococcus y Veillonella. Estos
pares de interacciones competitivas fuertes se deben a un traslape del consumo
metabdlico de dichos géneros 4, esto posiblemente debido a que los pares pertenecen
al filo Bacteroides y Firmicutes, respectivamente; pues es altamente probable que exista

dicho traslape en géneros pertenecientes al mismo filo, segun lo indicado en la literatura
80
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Figura 8. Interacciones entre géneros bacterianos segun lo estimado por los knockouts. Cada grafico
corresponde a un grupo, los nodos corresponden a los géneros bacterianos; los bordes rojos denotan
competencia donde la eliminacion de un género aumenta la tasa de crecimiento del otro, y los bordes
azules denotan cooperacion donde la eliminacion de un género disminuye la tasa de crecimiento del otro.
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Grupo N.Com N.Cop

Sanos 66 55
IGT 49 38
IFG 45 40
IFG+IGT 43 81
T2D 47 36

Tabla 1. Numero de interacciones competitivas y cooperativas por grupo, de la figura 8. Ademas muestra

el valor de la interaccidon con mayor magnitud, tanto cooperativa como competitiva por grupo.

Con la finalidad de identificar si existen diferencias estadisticamente significativas
entre las interacciones y los estadios, procedimos a realizar pruebas de ANOVA con el
numero y magnitud de las fuerzas de interaccion entre cada set de individuos. Se
encontré que la diferencia en el numero de interacciones, su magnitud y el tipo de
interaccidn en la microbiota no fué estadisticamente significativa. Sin embargo, como se
menciond anteriormente existe una tendencia visual a la baja en el numero de
interacciones conforme avanza la DM2. Consideramos que para sustentar esta
observacion es necesario aumentar el numero de integrantes en los grupos, para poder
observar diferencias significativas en dicha tendencia. Si bien se puede describir
unicamente tendencias que no resultaron significativas, es posible que el conjunto de
interacciones por pares puedan ayudar a clasificar los diferentes estadios, como se
sugiere en el siguiente apartado.
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6.1.1. Modelo de regresiéon logistica multinomial de interacciones de
cooperacion y competencia en los estadios de salud/enfermedad

relacionados a la DM2

Pese a que no existieron diferencias significativas entre el numero de
interacciones en la microbiota que se infirieron en cada grupo de pacientes, se decidio
realizar una regresion logistica multinomial ya que es probable que haya pares de
interaccidn que den peso a clasificar las muestras en algun grupo. Para esta regresion
se utilizaron como variable independiente los tipos de interacciones predichas
anteriormente entre géneros bacterianos de cada muestra, donde la variable a predecir
fue la procedencia de cada muestra (NT, IFG, IGT, IFG+IGT, y DM2). La regresion tuvo
una precision del 75% para predecir la clasificacion, la precision individual de cada grupo
se puede apreciar en la figura 9. A partir del modelo se obtuvieron 81 interacciones
estadisticamente relevantes para al menos un grupo de estudio (ver Tabla A-1 en
apeéndice A), mismas que dan peso a la descripcidn de cada uno de los estadios. Esto
podria mostrar la complejidad de interacciones y mecanismos que se deben de tomar en
cuenta si se desea identificar enfermedades como la DM2, a partir de la microbiota

intestinal 81-84,
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Matriz de confusion

NT

IFG

Porcentaje

100
IFG+IGT . 50

0

Valores reales

IGT

T2D

NT IFG IFG+IGT IGT T2D

Valores de Prediccion

Figura 9. Matriz confusora de regresion logistica multinomial. Al sumar cada valor presente en cada
columna se encuentra la totalidad real de los individuos de cada clasificacion y en las filas el total de los
valores predichos por cada grupo. Dentro de cada cuadro se observa el nimero de predicciones que se
obtuvieron para dicho estadio. Los colores corresponden al porcentaje de clasificaciones acertadas que se

realiz6 para cada categoria.
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En la tabla 2 se puede observar las 10 interacciones con coeficientes de mayor
significancia estadistica y magnitud, en al menos uno de los grupos de estudio. Se puede
apreciar que las interacciones mas significativas y relevantes estan en las columnas que
corresponden al IGT y DM2, lo cual permitié que fueran los grupos con una clasificacion
mas precisa, ademas de la categoria de referencia (Sanos).

Referente a estos resultados anteriormente mencionados de interacciones
bacterianas relevantes competitivas y cooperativas y DM2, se sabe que hasta la fecha
no existe informacidén semejante en la literatura. Lo que se ha visto es que la presencia
o enriquecimiento en conjunto de géneros de los pares de interaccion relevantes estan
asociadas con un estado de salud. La primer fila de coeficientes (Tabla 2) muestra que
cuando no existe interaccion entre Lachnoclostridium y Blautia ayuda a clasificar al
modelo a individuos con IGT, si bien esto podria ser explicado ya que se ha mencionado
en la literatura que en individuos diabéticos tratados con acarbosa esta asociado tanto
con una mejoria en el estado de salud y aumento en las abundancias de estos géneros
bacterianos, a los cuales se les tribuye el efecto benéfico 8. Consistentes con esta
observacion, nuestros resultados apoyan que estos géneros bacterianos promueven un
estado de salud y su ausencia un estado de enfermedad como es el IGT. De igual modo
se encuentran relacionados, en la quinta fila de coeficientes, estos mismos géneros en
una interaccion competitiva segun el modelo, al estadio de salud; que son consideradas
como bacterias benéficas 8. Ademas de que en la interaccidn es de tipo competitiva y
aportan resiliencia ante invasiones bacterianas, como se ha reportado 5. Por otra
parte, cuando no existe ninguna interaccion entre Sutterella y Faecalibacterium esta
asociada con un valor alto de coeficiente beta y significancia con la T2D, y en menor
medida con la salud, segun nuestros resultados. Esto podria deberse a que Sutterella,se
ha visto asociada con enfermedades como el autismo y la enfermedad inflamatoria
intestinal, pero es abundantes en el duodeno de adultos sanos &; mientras que
Faecalibacterium es bien conocido por ser una bacteria benéfica 8. Por otra parte, un
aumento conjunto de ambos géneros se ha asociado a padecimientos como la dermatitis
atopica en nifios &, lo cual puede jugar un papel importante en la descripcidn
principalmente de la T2D, y en menor medida el grupo sano, en nuestro estudio.
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Predictor IFG IFG_IGT IGT T2D
Constant S0.274%%*% | L0.4TH*** -1.342 -1.081%*=
Lachnoclostridium__Blautia Non -0.556 2.511 27.176** -0.369
Phascolarctobacterium__Lachnoclostridium_Non 0.371 -0.78 -21.908* 1.675
Intestinibacter Phascolarctobacterium_ cop -0.84 -0.316 -16.871%* -2.101**
Sutterella_ Subdoligranulum_ Non -20.593 3.658 1.258 -16.285%**
Lachnoclostridium__Blautia__com 0.556 -0.55 -15.366%* -4,199%*
Paraprevotella_ Lachnoclostridium_ cop -0.903 -0.474 14.616** -1.826
Sutterella_ Faecalibacterium_Non 19.275 -4.001 -2.489* 14.543%%*
Phascolarctobacterium_ Veillonella com 0.749 0.159 13.767*** 0.465
Paraprevotella_ Lachnoclostridium_ Non 0.457 0.787 -13.702%* -2.893%*
Dorea_Enterococcus__com 3.453 0.315 -13.694* 4.703

Tabla 2. Coeficientes significativos de la regresion logistica multinomial. Los valores de significancia se
representaron mediante asteriscos( valores de p <0.05 *, <0.01**, <0.001***). Esta tabla muestra los 10
coeficientes significativos mas elevados. Para ver la tabla completa, revisar la tabla B-1. El nombre del
predictor indica el par de géneros bacterianos del estudio de knockouts (género eliminado y afectado,
respectivamente) y al final indica la clasificacién en la interaccién que tuvo: cop (cooperativo), com

(competitivo), Non (sin interaccion).

6.1.2. Redes de interaccion para géneros bacterianos relevantes segun

el modelo de regresion

Con la finalidad de identificar si las interacciones mostradas en la seccion anterior
(Tabla A-1 del apéndice A) tuvieron preferencia en algun filo particular, se generaron y
analizaron redes. El motivo para realizar estas redes con distincion por filos fue para
explorar si los géneros bacterianos que pertenecen al mismo, o distinto filo, tienden a
tener un tipo de interaccion mas probable. En estudios de ecologia microbiana se ha
encontrado que géneros del mismo filo tienen a competir 8, una posible explicacion de
esta aseveracion es que debido al grado de superposicidén metabdlica dentro del mismo
filo es generalmente mas alto que entre miembros de diferentes filo, y da como resultado
una mayor competencia, como se ha descrito en la literatura °%-°'. Por otra parte, en el
modelado de la microbiota oral se han visto interacciones cooperativas dentro de filos
como Firmicutes o Bacteroides °2. Para identificar si alguna de estas hipotesis es mas
acorde a nuestro estudio, se separaron las redes por interacciones entre géneros del

mismo filo y distinto filo, donde cada nodo corresponde a un género bacteriano y la linea
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conectora corresponde a la presencia de interaccion. Respecto a las aseveraciones de
la literatura anteriormente mencionadas, nuestro estudio propone una tercera opcion
pues se obtuvieron datos balanceados en el numero de interacciones. Esta discordancia
es posible que dependa de varios factores tales como el método de identificacion de
interacciones, la comunidad bacteriana estudiada, y el medio en el que se encuentra.
Pese a que no se obtuvo unicamente interacciones competitivas para organismos del
mismo filo, el numero de interacciones competitivas para organismos del mismo filo
(Figura 10D) fué ligeramente superior (14 interacciones) a comparacion de las
interacciones cooperativas del mismo filo (10 interacciones, Figura 10B). Ademas, se
observa que solo en Firmicutes se presenta interacciones entre géneros pertenecientes
al mismo filo y que a su vez fueron relevantes para nuestro modelo de regresién, tanto
para interacciones cooperativas como competitivas (Figura 10B y D). Mientras que en
las interacciones entre diferentes filos, se aprecia que todos los filos interactuan
unicamente con Firmicutes, tanto cooperativamente como competitivamente (Figura 10
Ay C). Lo cual indica la importancia de este filo en la comunidad bacteriana intestinal.
Esta observacién resalta especialmente con Lacnoclostridium (nodo con mas conexiones
en Figura 10), que para cada tipo de interaccion mostro ser relevante pues es el género
y filo que se encuentra con mayor numero de interacciones, sin importar el tipo
(competitiva o cooperativa). Es importante prestar especial atencion a este filo, pues hay
evidencia sélida sobre que la alteracion en la proporcion de Firmicutes y Bacteroidetes (
ambos constituyen mas del 90% de la microbiota intestinal) conduce al desarrollo de
obesidad %3. Esto ha sido cuestionado pues es probable que la influencia del microbioma
intestinal en la obesidad y otros padecimientos como la DM2 sea mucho mas compleja
que un simple desequilibrio en la proporcion entre filos 8. De esta manera los
descubrimientos expuestos en este proyecto, generan nuevas hipotesis de la manera en

la que dichos filos juegan su papel en la comunidad bacteriana.
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Figura 10. Redes de pares de interaccion relevantes estadisticamente para al menos uno de los grupos
estudiados. Estas redes fueron obtenidas mediante la regresion logistica multinomial de knockouts, y
mediante cada linea conectora muestra un par de interaccion bacteriano que fue estadisticamente
significativo. En la columna izquierda se puede apreciar aquellas interacciones que se presentaron entre
diferentes filos bacterianos, mientras que en la derecha se encuentran las interacciones entre los mismos
filos. La primera fila de arriba abajo muestra las redes para interacciones competitivas, la segunda para

interacciones cooperativas.
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6.2. Efectos de las intervenciones univariadas en los flujos de SFCA

Las intervenciones univariadas se realizaron con la intencién de identificar en
aquellos individuos seleccionados, la resiliencia y/o susceptibilidad de su microbiota a
cambios en el perfil de produccion de SCFA. Los impactos de las intervenciones
univariadas particulares se cuantifican mediante el uso de coeficientes de elasticidad, los
cuales nos indican las alteraciones de una variable en con respecto a cambios de otras.
Estas intervenciones se realizaron en 5 muestras, que corresponden a un paciente en
cada clasificacion. Observamos que los efectos de las intervenciones individuales fueron
muy heterogéneos para las muestras (Figura 11). Se observa que algunas intervenciones
fueron capaces de aumentar la produccion de SCFA, principalmente para propionato y
butirato en las muestras correspondientes a IFG y T2D; como es el caso del aumento de
la concentracion de pectina y L-arabinosa en el medio (dieta), respectivamente. Por otra
parte, para los individuos con IFG y DM2, algunos de los géneros que al ser intervenidos,
generaban un aumento en la produccion de propionato y butirato fueron Alistipes,
Anaerostipes, Dorea, entre otros; todos ellos productores de SCFA %-97, En este estudio,
se observé que en la microbiota del individuo sano, como era de esperarse, existen pocas
intervenciones que afectan fuertemente la produccion de SCFA, lo cual sugiere que dicha
comunidad microbiana presenta robustez ante cambios metabdlicos en el medio, como
se observa en las filas correspondiente a los valores de elasticidad para los sanos de la
Figura 11.
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Figura 11. Efectos de las intervenciones sobre la produccion de SCFA en 5 muestras. Cada fila denota un SCFA en un individuo especifico dentro
de las categorias NT, IFG, IGT,IFG + IGT, T2D. Cada columna indica un componente de intervencion ya sea de dieta o un género bacteriano, estos
denotados en regiones naranjas y azulles respectivamente. Los colores en la barra lateral denotan la elasticidad (es decir, el cambio porcentual en
la produccion de SCFA dado un aumento porcentual en el efector especifico). El rojo denota intervenciones que aumentan la produccién de SCFA,

y el azul denota intervenciones que disminuirian su produccion.
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6.3. Flujos de intercambio de SCFA presentan diferencias significativas

entre grupos clinicos

Los flujos de importacién no mostraron ningun comportamiento particular entre los
estadios (Figura 12A). Sin embargo, se observa una tendencia a la disminucion en los
flujos de exportacion, butirato y acetato (Figura 12B), durante el progreso de la
enfermedad. Esto es consistente con la literatura; exceptuando por el estado prediabetico
combinado, para el caso del acetato, donde se observa una tendencia a la alza respecto
al control sano (Figura 12B). En el caso del flujo de exportacion de propionato, se observa
un comportamiento significativo en IGT, que aumenta respecto al resto de los estadios,
incluso con respecto a los sanos; mientras que en la condicion IFG este metabolito
presenta el menor flujo de exportacion. El efecto neto al sumar los flujos de importacion
y exportacion de propionato, muestra un comportamiento similar al descrito
anteriormente (Figura 12C), lo cual implica una mayor disponibilidad de propionato en el
lumen intestinal de los individuos con IGT y menor para aquellos con IFG. Esto entra en
concordancia con hallazgos previos, donde se observa que altos niveles de propionato
en la dieta genera una disminucién en la glucosa alterada en ayuno (IFG), esto podria
explicar que las muestras con una microbiota altamente productora de propionato
generan un estado aislado de IGT %:9. El mismo efecto se puede hipotetizar al ver que
las muestras de los individuos con IFG, presentan menor flujo de produccion y flujo neto
de propionato, por ende una alta glucemia en ayunas. Los flujos de exportacion de
propionato significativamente diferenciados entre estadios, genera una hipotesis util
sobre el comportamiento de la microbiota que sugiere estudios posteriores para su
corroboracién experimental.

Por otra parte se observa que los flujos netos de acetato son significativamente
mayores en sanos que en los casos prediabéticos IFG y IFG+IGT. El acetato tiene la
capacidad de aumentar la secrecidn de insulina, aumentar el crecimiento de las células
beta, entre otras funciones; lo cual podria generar esta diferencia entre los grupos.
Finalmente, existe una tendencia del flujo neto de butirato a disminuir en el grupo sano,
unicamente significativa en contra de IGT. Este resultado parece ser contraintuitivo dado

que en el estudio previo realizado con estas mismas muestras indica que en individuos
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sanos existe un incremento de géneros productores de butirato 2°. Por lo que se sugiere
posteriormente explorar experimentalmente dicho comportamiento mediante estudios

metabolémicos.
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Figura 12. Flujos de intercambio de SCFA con el medio, por estadio. (A) Flujos de importacion, (B) flujos

de exportacion, (C) Flujos netos. (valores de p<0.05*, <0.01**, <0.001***).
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6.4. Flujos netos de intercambio mas significativos entre los grupos

clinicos

A partir de los flujos de exportacion normalizados se realizé un analisis
comparativo intergrupos e intragrupos, con la finalidad de identificar aquellos flujos que
tuvieran diferencias significativas estadisticamente entre los grupos de estudio. Los
resultados se presentan en la tabla B-1 (en el apendice B), y muestra 188 flujos de
intercambio neto que fueron relevantes estadisticamente. Dos de los flujos mas
relevantes fueron la melibiosa y la R-acetoina, los cuales no se han reportado ningun
efecto referente a la DM2. Este es uno de los principales hallazgos de nuestro analisis
computacional y sugiere de forma pertinente su estudio experimental a futuro para
comprobar este comportamiento e identificar los posibles efectos que tengan dichos
metabolitos en los estadios relacionados a la diabetes y prediabetes. La melibiosa, se le
han identificado propiedades terapéuticas para otros tipos de padecimientos como el
Parkinson; pues tiene la capacidad de inhibir el estrés oxidativo, reducir la
neuroinflamacién y regular la autofagia '9%19'. Por otro lado, también identificamos
diferencias significativas en los flujos netos de R-pantotenato, fenilacetato, acido 3-
hidroxibutirico; los cuales se encuentran asociados con estadios de salud/enfermedad
relacionados a la DM2. Se ha encontrado que una alta concentracion de acido 3-
hidroxibutirico (también conocido como acido B-hidroxibutirico) en plasma, se asocia con
un aumento del riesgo de padecer DM2 '°9%; |o cual entra en total concordancia con el
aumento significativo de dicho metabolito encontrado en este trabajo durante la
progresion de DM2, pasando por prediabetes (Figura 13). Por otra parte, se sabe que el
fenilacetato disminuye la concentracion y produccion de glucosa en condiciones de DM2,
pero el vinculo entre estas alteraciones no se conoce a detalle atn '°3. En nuestro grafico
se aprecia un aumento de dicho metabolito, durante la progresion de la DM2, lo cual
podria indicar un posible mecanismo compensatorio de la microbiota, ante dicha
condicion. Por otra parte el pantotenato que forma parte de las vitaminas B, se ha
observado en poblaciones chinas que a nivel metagendmico, los sujetos con diabetes
tipo 2 tuvieron cambios significativos en el perfil de abundancia de genes de la microbiota
relacionados con el metabolismo de vitaminas %4, Este metabolito se ha planteado como
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un nuevo biomarcador predictivo asociado con el desarrollo y la progresién de la
enfermedad renal diabética '°°, lo cual podria ser planteado como un biomarcador para
IFG, como se muestra en el boxplot de la Figura 13. Finalmente, otro Flujo de intercambio
que resultd relevante y ha sido reportados en relacion a la DM2, es el caso de la
degradacion de la mucina (O-glicanos mucinicos), donde se ha reportado que las
bacterias degradadoras de mucina, como A. muciniphila, se asocian a un estado de salud
ante la DM2, al mejorar la funcion hepatica, reduciendo la inflamacion, aliviando el estrés
oxidativo 3'. Los metabolitos mencionados anteriormente, ademas de otros que nuestro
analisis identificé con diferencias significativas (tabla B-1), son de relevancia para
postularlos como biomarcadores potenciales para monitorear la enfermedad y ser guia

en la comprension fisiopatologia de la prediabetes y la DM2.
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Figura 13. boxplots de 6 de los flujos netos mas relevantes estadisticamente. Cada uno de los flujos se
encuentra normalizado por el método de rankit. El nombre del flujo y su metabolito asociado, se muestran
del lado izquierdo y en la parte superior de cada grupo de boxplots, respectivamente. La significancia

estadistica se muestra mediante asteriscos. Donde para un valor de p<0.001 se representé mediante ***,

mientras que para un valor de p<0.01 y p<0.05, se sefialé con ** y *, respectivamente.
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6.4.1 Proyeccién 2D de flujos mas significativos entre los grupos

clinicos

A partir del analisis estadistico realizado en la seccién previa, se
seleccionaron los flujos netos estadisticamente mas significativos entre grupos y se
realiz6é una reduccion de dimension mediante el software R para generar el grafico
UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) (Figura 14). Esta
proyeccion de los datos en un espacio de menor dimensidén se realizd con la
finalidad de evaluar la capacidad de agrupar las categorias o grupos de estudio a
partir del conjunto de flujos netos seleccionados. En el UMAP mostrado en la figura
14 se aprecia la generacion de clusters sutiimente separados para los diferentes
grupos de estudio. Esta proyeccion nos permitié sustentar la relevancia de estos
flujos para describir los diferentes estadios. Ademas debido a las similitudes
presentes entre los grupos muestra una interseccidon entre los puntos
correspondientes a los estados prediabéticos IGT, IFG+IGT y el diabetico. En la
mitad izquierda del grafico del eje x, se observan 2 grupos de puntos casi formados
puramente de individuos sanos y con IFG. Por otra parte en el extremo derecho se
observa un grupo de puntos verdes que muestra un comportamiento similar entre si
mismos, de individuos IFG+IGT y diferenciado con respecto al resto de las

muestras.
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Figura 14. UMAP de los flujos de exportacion filtrados mediante métodos estadisticos. Cada punto
corresponde a un individuo y cada color corresponde a un grupo. Fue generado a partir de los 40

flujos con menor valor de p de ANOVA.

6.5 Similitud del patron de flujos de intercambio entre géneros

bacterianos

En esta seccion exploraremos las analogias y diferencias de los patrones de
actividad metabdlica de los flujos de intercambio entre el medio (dieta) y toda la
comunidad de microbiota. Asi, con la finalidad de identificar las diferencias vy
similitudes existentes entre el comportamiento metabdlico de los géneros
bacterianos en todas las muestras, realizamos una reduccién de dimensionalidad

mediante el software R para generar un UMAP. Tal y como se muestra en la Figura
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15, EI UMAP producido mostré consistentemente un comportamiento similar entre
las bacterias del mismo género. Inmediatamente resalta a la vista la existencia de
una cercania entre varios géneros bacterianos, esto indicando su similitud en cuanto
al perfil de intercambio de metabolitos con el medio. Ejemplo de ello es la ampliacién
de una zona mostrada en la la figura 15, donde se observa una marcada cercania
entre los géneros Roseburia, Faecalibacterium y Butyricicoccus; todos ellos
pertenecen al orden Clostridiales y conocidos por ser productores de SCFA,

principalmente butirato 196-108,
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Figura 15. UMAP de flujos de intercambio con el medio de todos los géneros bacterianos para todas
las muestras. Los géneros modelados corresponden a los puntos, el color depende del género al

que pertenecen.
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Capitulo 7

Conclusiones y Perspectivas

7.1. Conclusiones

El estudio de la microbiota y su asociacion con la DM2 es una linea de trabajo
de gran interés para identificar mecanismos de monitoreo y tratamiento de esta
enfermedad. Entender los mecanismos metabdlicos que inducen estas
asociaciones, es un campo pionero en la actualidad que clama del desarrollo de
nuevas metodologias computacionales capaces de integrar datos de microbiota y
postular hipdtesis verificables experimentalmente. Los resultados presentados en
esta tesis pretenden contribuir a este ultimo aspecto. Partiendo de datos de
microbiota intestinal de 402 individuos Mexicanos con distintos grados de avance
de la enfermedad, nuestro estudio in silico de reconstrucciones metabdlicas de
bacterias nos permitid concluir las siguientes observaciones. En general,
observamos que existen cambios importantes en las interacciones entre la
microbiota, los flujos netos y de exportacion; que podrian ayudar a identificar
biomarcadores y caracteristicas particulares de la microbiota de la poblacién
estudiada en los diferentes estadios asociados a la DM2. No existen diferencias
significativas entre el numero y tipo de interacciones entre los tipos de muestras.
Sin embargo, se observé una tendencia a disminuir tanto las interacciones de tipo
competitivas como cooperativas conforme la enfermedad progresa, desde los sanos
a los diabéticos, pasando por los prediabéticos; por lo que se sugiere aumentar el
numero de individuos de cada grupo de estudio. A partir de un modelo de regresion
logistica multinomial, se identificé algunos pares de géneros, cuya presencia 6
ausencia de interaccion (cooperativa o competitiva), permiten clasificar los grupos
clinicos con relativa precision. Esta es una prediccion del modelo cuya verificacion

experimental queda para futuros estudios. En términos de las intervenciones
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univariadas, se concluyé que estas tienen un impacto mas sustancial en los
individuos con algun estadio diabetico, en comparacion con los sanos, debido a la
posible resiliencia de este ultimo. Respecto a la actividad metabdlica de los géneros
bacterianos, se concluyeron las siguientes observaciones. Se aprecio una diferencia
significativa del flujo neto de tres SCFA entre varios estadios, lo da indicios de que
el modelado puede ayudar identificar el comportamiento diferenciado de la
microbiota entre estadios. Ademas se mostroé que los flujos disminuidos para IGT
de propionato y para IFG de acetato, tienen una posible explicacion cuando se
recurre a la literatura. Los flujos netos de intercambio con el medio, especificamente
aquellos que fueron significativos, tienen sustento con la literatura para algunos
casos; por otra parte aquellos flujos significativos donde su metabolito inherente no
se ha reportado en la literatura, podria guiar estudios de evaluacion de los efectos
de estos metabolitos en la salud del hospedero, ademas de su potencialidad de
servir como un posible marcador de la enfermedad correspondiente. Finalmente,
empleando métodos de reduccion dimensional no supervisado como UMAP, es
posible apreciar clusters de los grupos de estudio, lo cual indica la relacion de los
flujos con los estadios. Como tal, es deseable que los métodos presentados aqui
ayuden a aprovechar los datos asequibles del microbioma para disefiar estrategias

de intervencion personalizadas y estudios experimentales.

En este contexto, se puede decir que los resultados de este proyecto de tesis
son un parteaguas en la investigacion guiada, mediante la creacion de hipotesis
basadas en reglas logicas, aplicadas en métodos computacionales; en este caso el
modelado metabodlico con MICOM, para su futura comprobacion experimental.
Ademas de presentar informacién innovadora en el entendimiento de la microbiota
asociada a la diabetes en mexicanos. La metodologia de este proyecto, puede ser
empleada para el estudio in silico de la microbiota en otras poblaciones y para otras
enfermedades donde el metabolismo de la microbiota pudiera tener injerencia. De
forma puntual, fueron cumplidos los objetivos propuestos en esta tesis, donde se
pudo caracterizar e inferir las actividades de intercambio metabdlico de la microbiota
asociados a la DM2, mediante el modelado in silico. Fue posible no solo identificar
potenciales metabolitos de intercambio con el medio que estarian a disposicién del
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lumen intestinal, sino que también fue posible identificar interacciones metabdlicas
entre las bacterias, y el efecto que tendrian ciertas intervenciones sobre la
microbiota. Esto permite sugerir interacciones y metabolitos precisos para el disefio
de tratamientos personalizados, que podrian ayudar a entender el comportamiento
de la microbiota asociada a la prediabetes y la DM2. Consideramos que este es un
trabajo original y de gran relevancia, dando un paso a caracterizar la interaccion
entre la microbiota y el hospedero. Muy particularmente, por asentar las bases de
un modelo cuantitativo hacia la identificacion de biomarcadores que puedan ayudar
a diagnosticar o identificar los comportamientos particulares de la microbiota en el
desarrollo de la DM2.

7.2. Perspectivas

Este proyecto ha sido capaz de identificar comportamientos metabdlicos
asociados a la microbiota intestinal relacionados a los estadios de salud,
prediabetes y DM2. Lo cual sugiere la capacidad efectiva del modelado metabdlico
en el estudio de la microbiota intestinal. Teniendo en cuenta esto, resulta relevante
considerar los hallazgos novedosos obtenidos durante el modelado, que podrian
indicar posibles mecanismos que resulten relevantes en el entendimiento de la
microbiota asociada la DM2 y la identificacion de posibles biomarcadores que
indiquen alteraciones en la microbiota asociadas a dicha enfermedad. Para esto
ultimo, es necesario un estudio experimental de los resultados obtenidos. De esta
manera es sugerible realizar estudios metabolomicos (de preferencia combinando
exometaboloma, intrametaboloma y fluxoma), de la microbiota intestinal en la misma
poblacidn. Muy particularmente, a partir de la lista de flujos y metabolitos propuestos
por el analisis estadistico (tabla B-1), ademas de los clasicos los SCFAs. Por otra
parte, se sugiere realizar estudios fluxomicos y estudios ecoldgicos de interaccion,
para corroborar lo hipotetizado sobre las interacciones metabdlicas de
cooperatividad y competitividad. Estos aspectos, y algunos otros derivados de esta
tesis, seran los objetivos a desarrollar en futuros estudios sobre poblacion
Mexicana.
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Apeéndice A

Coeficientes beta de modelo de

regresion logistica multinomial

Tabla A-1. Coeficientes significativos de la regresion logistica multinomial. los valores de

significancia se representaron mediante asteriscos( valores de p <0.05 *, <0.01**,

<0.001***).

Predictor IFG IFG 1GT IGT 2D
Constant 0.274%**  0ATH*** -1.342 SLOSHE
Lachnoclostridium_ Blautia_ Non -0.556 2.511 27.176** -0.369
Phascolarctobacterium__Lachnoclostridium_ Non 0.371 -0.78 -21.908* 1.675
Intestinibacter  Phascolarctobacterium_cop -0.84 -0.316 ~16.871%* -2.101%*
Sutterella_Subdoligranulum_Non -20.593 3.658 1.258 ~16.285% %"
Lachnoclostridium__Blautia_com 0.556 -0.55 -15.366** -4.199**
Paraprevotella Lachnoclostridium_ cop -0.903 -0.474 1L616%* -1.826
Sutterella_ Faecalibacterium_ Non 19.275 -4.001 “2.489* 14.543%**
Phascolarctobacterium_ Veillonella com 0.749 0.159 13.767*** 0.465
Paraprevotella Lachnoclostridium_Non 0.457 0.787 ~13.702%* -2 803**
Dorea_ Enterococcus _com 3.453 0.315 -13.694* 4.703
Lachnoclostridium Blautia_cop -0.275 -2.437* -13.153* 3.487*
Lachnoclostridinm Haemophilus _com 0.15 0.575 12.67* ~-4.503**
Lachnoclostridium_Haemophilus_cop 0.544 -1.167 -12.533* 3.51*
Roseburia_ Lachnoclostridium  Non 0.506 -0.938 11.801* -3.091*
Phascolarctobacterium_ Veillonella cop -0.421 0.63 -11.772%%* 1.501
Haemophilus_ Phascolarctobacterium__cop -0.543 -0.053 ~11.579% 0.257
Intestinibacter Phascolarctobacterium _com -0.298 0.126 11.449%* 0.065
Sutterella  Faecalibacterium com -10.801 1.319 9.008** -11.175%%*
Roseburia_ Lachnoclostridium__com -1.176% -0.351 110684+ 1.974
Phascolarctobacterium_Lachnoclostridium_cop -1.117 -2.248%* 11.026* -1.853*
Veillonella Lachnospira com -1.147 -2.564%* -0.002%* -3.076%*
Lachnoclostridium_Faecalibacterium__com 0.783 1.135 0.783% 3311t
Sutterella_ Subdoligranulum _com 11.133 -2.064 -4.615 9.561%**
Phascolarctobacterium  Lachnoclostridium com 0.472 2.553%** 9.54* -0.904
Lachnoclostridium__Dialister _com 0975 -0.238 0.003* -0.519

Table A-1 continued from previous page
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Predictor IFG IFG_IGT IGT T2D
Lachnospira_ Odoribacter _com -1.454** -0.015 -8.728* -0.943
Klebsiella Lachnoclostridium_Non -0.503 -0.264 -7.944** -0.558
Sutterella_ Faecalibacterium_ cop -8.749 2.206* -7.861* -4 448***
Haemophilus_ Phascolarctobacterium_ com 0.146 -0.36 T.377** -1.595
Bilophila_ Subdoligranulum_ com 0.008 -1.53* 7.113* 2.241*
Butyricicoccus_ Lachnoclostridium_ Non 0.147 -2.343%* -6.974* -2.361*%*
Dorea_ Lachnoclostridium _com -0.466 -1.067 6.616* -5.261%**
Phascolarctobacterium_ Butyricicoccus__cop -0.901 -0.963 -6.223*%* -0.536
Veillonella Klebsiella com 0.18 2.21%* 6.15%* 1.142
Dialister Paraprevotella_ Non 0.113 -0.297 -6.115%* 1.43
Lachnospira_ Klebsiella com -0.857 -0.981 -3.575* -5.949%*
Bilophila_ Subdoligranulum__cop -0.949 0.594 -3.081 -5.91%**
Sutterella_ Subdoligranulum__cop 9.186 -2.069 2.015 5.643%**
Lachnospira_ Methanobrevibacter com 0.089 -0.354 2.193 -5.53%*
Bilophila_Subdoligranulum_ Non 0.667 0.461 -5.374** 2.588**
Dialister Lachnoclostridium_Non 0.281 -0.91* 5.304* -0.407
Lachnoclostridium_Dialister Non 0.281 -0.91* 5.304* -0.407
Veillonella_ Lachnospira_ Non 0.533 1.088 5.3* 3.682%**
Dorea_ Lachnoclostridium_Non -0.354 0.035 -8.849 5.152*%*
Klebsiella_Phascolarctobacterium__com -0.978 0.072 1.662 -4.974%**
Butyricicoccus_Lachnoclostridium__cop -0.696 -0.337 4.857* 1.783*
Lachnospira_ Klebsiella_cop -0.034 0.084 -1.235 4. 821 %**
Phascolarctobacterium_ Butyricicoccus_ Non -0.841 2.462*%* 4.46* -2.242%*
Intestinibacter Phascolarctobacterium_Non 0.863* -0.285 4.081* 0.956
Lachnoclostridium__Anaerostipes cop -0.584 -1.531* 3.892 -3.827***
Paraprevotella_ Lachnoclostridium_ com 0.172 -0.788 -2.256 3.639%*%*
Lachnospira_ Methanobrevibacter cop -0.127 -0.188 -3.847 3.549*
Lachnospira_ Klebsiella_ Non 0.617 0.422 3.468* 0.047
Phascolarctobacterium_ Klebsiella Non -0.269 -0.673 -3.437* 0.925
Klebsiella Phascolarctobacterium_Non -0.269 -0.673 -3.437* 0.925
Veillonella_ Lachnospira_cop 0.34 1.001 3.26* -1.687
Dialister Lactobacillus__com -0.304 -3.201** 7.7 -0.635
Lachnoclostridium__Anaerostipes_ Non 0.399 0.455 -2.155 3.062%**
Phascolarctobacterium_ Veillonella Non -0.602 -1.264 -3.337 -3.046**
Klebsiella_ Phascolarctobacterium_ cop 0.973 0.126 0.433 2.969%*
Phascolarctobacterium_ Klebsiella cop -0.291 -1.031 -0.726 -2.79*%*
Enterococcus_ Streptococcus__com 4.845 2.715*% 8.984 3.146
Klebsiella Lachnoclostridium com -0.256 -0.606 3.221 -2.563*
Dialister  Paraprevotella_cop -2.22* -1.095 3.331 -2.145
Butyricicoccus_ Lachnoclostridium__com 0.275 2.204*** 0.775 -0.502
Methanobrevibacter Lachnospira_com -0.359 -2.024* -6.266 -0.083
Dialister Lactobacillus_ cop -0.001 1.987* -7.404 0.616
Dialister Lachnoclostridium_ cop -1.194 -0.523 -2.788 -1.983*
Phascolarctobacterium_ Butyricicoccus _com 1.468%* -1.974* 0.421 1.697
Dialister Paraprevotella_com 1.833** 0.917 1.442 -0.366
Lachnoclostridium__ Bifidobacterium__com -1.787** -0.568 3.52 -0.813
Lactobacillus _Dialister Non 0.031 0.739* -1.638* -1.062%**
Dialister Lactobacillus_ Non 0.031 0.739* -1.638* -1.062%**
Veillonella_ Klebsiella cop -0.548 -1.595% -2.414 -0.825
Methanobrevibacter Lachnospira_ cop 0.321 1.482* 4.612 -1.897
Phascolarctobacterium_ Klebsiella com 0.287 1.229* 2.821 0.785
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Table A-1 continued from previous page

Predictor IFG IFG_IGT IGT T2D
Lachnoclostridium_ Bifidobacterium_ cop 1.018* -0.758 0.496 -0.064
Haemophilus_ Lachnoclostridium_ Non -0.969** 0.117 -1.479 -0.088
Lachnoclostridium_Haemophilus Non -0.969%* 0.117 -1.479 -0.088
Lachnospira_Methanobrevibacter  Non -0.236 0.067 0.313 0.9*
Methanobrevibacter Lachnospira_ Non -0.236 0.067 0.313 0.9*
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Apéndice B

Flujos relevantes estadisticamente

Tabla B-1. Variables basales de los grupos. Se muestra en la primera y segunda columna

los flujos y metabolitos asociados a estos, respectivamente. Los promedios para cada grupo

y flujos normalizados fueron presentados en cada celda mas el valor de desviacion

estandar, ademas orden de la tabla esta dada por los valores de p menores obtenidos del

ANOVA. Las letras dentro de cada celda indican que en el estudio por pares (Bonferroni)

se obtuvo valores de p<0.05 (a con Healthy, b con IFG, c con IGT, d con IFG+IGT).

Exchan& Hux

Related metabolite

Total (n=402)

Healty (n=213)

IFG _(n=50)

IGT (n=39)

IFG+IGT (n=56)

T2D (n=44)

EX

melib(c)

Melibiose

1.15¢-17:4+9.99-01

4.73e-01:+8.20e-01

<9.42¢-01:49.92e-01a

-5.35e-0142.38e-01a

3.27¢-014+5.47e-0lbc

-9.04e-01:£6.45e-01ad

EX_pnto_R(c)

(R)-Pantothenate

=1.2de-17%9.

5.39e-01:46.31e-01

-9.63e-01:+8.25e-01a

1.0le-0143.41e-01b

4.60e-01£4.51e-01b

6.11e-01:+1.00e+00b

EX_actn_R(e) (R})-Acetoin 2.11e-1 -3.42c-D1£8.44e-01 -6.80c-01+1.020+00 1.11c+0028.18e-01ab 4.72¢-0134.53e-0labe 6.89¢-01£7.23c.01ab

EX_MGlenl23(e) mucin-type 1.47c-17+9.99¢ 4.750-01£8.47e-01 “4.190-01£2.64e-01a 1.28c+00£7.70e-01a “1.90c-01+5.99c-01ac -4.99c-01£7.48¢-01ac
O-glycan No 123

EX_bhb(c) (R)-3- -3.83e-17£9.99¢-01 “4.17e-D1£9.45¢.01 1.506-01£3.55¢.01 9.07e-01+7.920-01a 5.450-0126.85¢-01a 6.00c-01+7.31c-01a
hydroxybutyrate

EX_MGlenl68(e) mucin-type 451e-1729.99¢-01 5.79e-D1£7.932.01 9.62c-01+9.090-01a 7.85¢-02£6.09¢-02 4.64e-0127.05¢-01a 1.64c-02£7.76c-01ab
O-glycan No 169

EX_MGlen55_rl(e) | released mucin-type 1.486-17£9.99e-01 4.71c-0148.456-01 3.526-01£2.100-01 1.14c+00£8 41e-01a -6.480-01£8.06e-01a 1.64e-01£7.01e-01ac

O-glycan No 55

(e
MGlenl52(e)

phenylacetate

1.47¢-1749.99-01

=4.52e-0146.86e-01

=1.15e+0046.14e-01a

4.34e-01£8.89¢-01ab

1.13e-0147.25e-01ab

5

7.29¢-01:+1.10e+00abd

mucin-type
O-glycan No 152

=1.94e-1719.99¢-01

4.42¢-01£8.68e-01

«4.91e-01+4.03e-01a

=1.06e+00£9.95e-01a

“4.77e-01£7.52¢-01a

-4.27e-0118.65e-01a

X_MGlenl9(e)

mucin-type
O-glycan No 19

«5.07e-1819.99¢.01

«5.64e-02£6.17e-01

8.96¢-01+9.76e-01a

<1.03e+00£9.10e-01ab

6.50e-01£8.23¢-01ac

«3.89e-0115.66e-01bd

X _tym(e)

ty

2.14e-1749.9%e-01

-3.76e-0117.65¢-01

1.01e+00£4.60e-01a

1.48e¢+00£8.03¢-01a

-7.62e-02:11.04e+00be

6.37e-01:42.26e-01a

X__MGlcnl84(e)

mucin-type
O-glycan No 194

«2.12e-17%9.99¢-01

5.11e-01£7.69e-01

«5.60e-01£6.49-01a

«2.52e-01£1.35¢-01

«6.61e-01+1.13e+00a

5.25e-01£7.11e-01bd

MGlcnl53(e)

mucin-type
O-glycan No 153

1.67e-18+9.99-01

«B.89e-02+4.25¢-01

«9.20e-014£9.63e-01a

7.29¢-01£1.19e+00ab

1.99¢-01£7.85¢-01b

6.86e-01+£7.88¢-01ab

X_kestopt(c)

Kestopentaose (4
fru, 1 glc
inulin-type fructo-
oligosaccharide)

2.14e-17£9.99-01

3.30e-01£7.47e-01

«9.53e-01:£8.8%9-01a

«4.04e-01:£9.55e-01a

1.20e-01£4.35¢-01b

8.64e.01£1.00e+00bc

oxale)

oxalate(2-)

2.71e-17+9.99-01

0218 4le-01

<1.11e+00:44.43e-01a

8.96¢.01£1.08e+00ab

~1.10e+00£3.61e-01ac

<1.19e+-0043.37e-01ac

MGlend5_tl(e)

released mucin-type
O-glycan No 45

=1.63e-18+9.99¢-01

«3.89e-01£7.35¢.01

3.57e-01£9.57e-01a

e
«5.55.01+1.18¢+00b

B.61e-01£9.48¢-01ac

1.826-0116.80e-01

X_MGlenl07_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 107

6.12e-18:4+9.9%-01

1.70e-01:42.87e-01

<1.24.02£9.22¢-01

9.28¢-01+9.66e-01ab

-3.88e-01:£7.44e-01

9.45e-01£1.01e+00abed

X_MGlen98_1l(c)

released mucin-type
O-glycan No 98

=1.63e-1819.99¢-01

1.33e-0144.93e-01

T7.61e-01£1.1de+00a

-8.61e-01+1.15e+00ab

«1.91e-01:+9.26¢-01be

«2.37e-0124.69-01b

EX

MGlenBd_rl(c)

released mucin-type
O-glycan No 84

4.32e-17+9.99%-01

4.17e-02+6.57e-01

«4.28¢.01£4.36e-01

<1.05e+00+9.23e-01a

7.80e-01£1.07e+00abe

1.82¢-02£9.61e-0lcd

EX

MGlcnl31{e)

mucin-type
O-glycan No 131

=2.83e-1719.99¢-01

5.86e-02+7.48e-01

«9.61e-014£9.05e-01a

2.92e-0143.96e-01b

7.02e-01x1.16e+00ab

3.68e-01£6.42¢-01b

EX

MGlendB(e)

mucin-type
O-glycan No 48

1.53e-1749.99-01

«3.48e-01%6.24e-01

4.98e-0218.45¢-01

-5.49¢-01£1.31e+00

8.31e.01£1.01e+00abe

5.34e-01:£9.09e-01ac

EX

gthox(c)

Oxidized
glutathione

7.02¢-18+9.99-01

3.68e-01:£8.04e-01

-B.28e-01%1.14e+00a

4.34e-01£3.68e-01b

3.83e-01£4.49¢-01b

<1.90e-0314.25¢.01b

X_MGlendb_1l(c)

released mucin-type
O-glycan No 48

«1.62e-1819.99¢-01

4.69¢-01:£7.23e-01

«2.6%9e-01%1.46e+00a

-8.42e-017.

Te-Ola

«6.10e-01£5.95¢-01a

2.40e-02£5.79%-01c

EX

s03(c)

Sulfite

1.19¢-17+9.98e-01

27e-02:46.45e-01

9.32e-0141.02e+00a

-1.43e+00£5.56e-01ab

1.83e-01:46 -0lc

1.62e-01£3.21e-01c

EX

MGlcn25(c)

mucin-type
O-glycan No 25

4.28¢-17+9.99%-01

2
«2.06e-01%6.72¢-01

3.36e-01£9.20e.01

<9.32e-01+1.09+00ab

8.40e-01£9.37e-01ac

2.54e-01£1.08e+00c

EX
EX

ind3ac(e)

indole-3-acetate

=4.98e-18+9.980.01

9.07e-01+7.16e-01a

=4.97e-01+4.87e-01b

=1.06e-01+9.23e-01ab

=1.58e-01+3.21e-01b

MGIen39_rl(c)

relcased mucin-type
O-glycan No 39

1.75e-17+9.99%-01

=9.93e-01%5.13e-01
«3.19e-0127.86e-01

“7.06e-01£7.40e-01

7.96e-01£1.12e+00ab

5.10e-01£8.78e-01ab

«4.15e-01£6.97e-01cd
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Table B-1 continued from the previous page

“Exchange fux

Related metabolite

Total (n=402)

Healty (n=213)

FG (n=50)

IGT (n=39)

IFG+IGT (n=56)

T2D (n=44)

EX_MGlen27_rl(e)

relcased mucin-type
O-glycan No 27

«3.37e-1819.99¢.01

«4.56e-01£7.43¢.01

5.34e-01:£1.29e+00a

4.35¢-01+1.03e+00a

5.29e-01£8.04e-01a

«2.56e-01£6.75¢-01bd

EX_MGlen7d_1l(c)

released mucin-type
O-glycan No 74

1.47e-1749.99-01

8.22e-02:+7.44e-01

«9.69¢-01+9.93e-01a

8.82¢.01£1.16e+00ab

«5.84e-02:4£7.03¢-01be

<7.35¢-0241.04e+00bc

EX_uri(e)

Uridine

3.57e-1849.99-01

<7.18e-02+7.38.01

8.54e-01:41.19e+00a

-5.42e-01:+8.28.01b

+2.64¢-0149.20e-01b

EX_din(c)

Deoxyinosine

=2.17e-18+9.99¢-01

2.93e-01+7.87e-01

5.21e-0218.89%-01

<6.82e-0146.28e-01a

EX_MGlcnsg_rl(c)

released mucin-type

O-glycan No 89

2.71e-17+9.99-01

1.43e-01:£7.37e-01

«6.98e-0121.00e+00a

-1.08¢+00+8.08¢e-0lab

-4.59¢-0118.55¢.01b

7.47e-0129.49¢-01cd

«8.01e-011.00e+00a

«3.89¢-01:£7.3%9e-01

7.95¢-01£1.15e+00abed

EX_MGlenl70(e)

mucin-type
O-glycan No 170

3.65¢-18+9.9%-01

3.06e-01:42.52e-01

«B.60e-01£8.99-01a

9.44e-01:£9.63e-01b

«5.40e-02:+8.45¢-01be

+2.02¢-01£8.68e-01c

EX_MGlendl_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 41

4.240-17+9.9%-01

«5.01e-01£7.38.01

7.94e-01£1.17e+00a

3.08e-02£3.03e-01

8.26¢-02+8.87¢-01b

4.10e-01£8.60e-01a

EX_MGlcnsd(e)

mucin-type
O-glycan No 84

«2.14e-17£9.99¢-01

<7.94e-02£7.24e.01

-8.22e-01%1.17e+00a

1.45e-01£4.75e-01b

7.65e-01:%1.06e+00ab

1.60e-01+4.64e-01b

EX_12ppd_S(c)

(S)-propane-1,2-diol

6.87¢-20+9.99%-01

~4.19e-01+6.96¢-01

+6.36¢-01+8.74e-01

6.15¢-01+1.09¢+00ab

1.64c-01:+8.35e-01ab

5.64e-0141.12¢+00ab

EX_MGlen57_ri(c)

released mucin-type
O-glycan No 57

2.19¢-17+9.99-01

«1.57e-01£2.18¢.01

7.66¢-01+£9.89e-01a

<9.65¢-01+£9.11e-01ab

1.29¢.0246.12e-01bc

«1.39¢-01+7.29¢-01bc

EX_MGIenlld_ri(c)

released mucin-type
O-glycan No 114

«4.51e-17£9.99¢.01

«3.04e-01£5.10e-01

+8.85¢-01£1.06e+00

2.38¢-01:£8.74e-01b

6.32e-01%1.11e+00ab

3.06¢-01£8.04e-01ab

EX_isocapr(e

Isocaproate

«6.14e-18+9.99¢.01

-3.23e-01:+7.38e.01

<6.17e.01£7.25¢.01

8.84e.01£1.1de+00ab

=1.39¢-01:+8.29¢.01c

3.25¢.01+£9.74e-01ab

EX_MGlen68(e)

mucin-type
O-glycan No 68

=5.01e-18+9.99¢-01

-1.18e-01%4.21e-01

=7.72e-01%1.11e+00a

9.73-01£9.53¢-01ab

2.95¢-02+8.09e-01be

1.53e-01£9.13e-01bc

EX_isoval(c)

Tsovalerate,
3-Methylbutanoate

«6.14e-18+9.99¢-01

«3.23e-0127.40e.01

“6.12¢-01£7.18¢-.01

8.82¢.01£1.15¢+00ab

«1.39e-01£8.29¢.01c

3.25¢.01£9.74e-01ab

EX_MGlcns?_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 87

«2.29e-17£9.99¢.01

6.67e-02:47.26e-01

«1.14e+00£8.29¢-01a

4.19e-01:1.21e+00b

+8.35¢-0244.02e-01b

5.10e-01£1.22¢+00b

EX_MGlcn32_rl(c)

released mucin-type

O-glycan No 32

1.45¢-1749.99-01

2.37e-01£8.87e-01

«9.61e-01£5.56e-01a

5.40e-01£9.98e-01b

+3.62¢.01£9.33e-01ac

«B.79e-01£8.94e-0lac

EX_MGlens5(e)

mucin-type
O-glycan No 55

7.59¢-1849.9%9-01

«4.16e-01:£6.68¢.01

“7.45¢-01£4.89¢-01

7.95¢.01£1.06e+00ab

4.07e-01£1.08¢+00ab

+4.86¢-02+9.35e-01c

EX_dextrin(e)

Dextrin

4.56¢-1749.99-01

-7.80e-02:14.86¢-01

EX_tmao(c)

Trimethylamine
N-oxide

«2.15e-17£9.99¢-01

«3.20e-01£8.75¢.01

6.84e-01:41.10e+00a
5.87e-01:+1.20e+00a

-5.81e-01+6.34e-01b
1.33e-01£7.22¢.01

+9.12e-01+1.01e+00ab
5.37e-01£9.51e-01a

7.23e-01+6.10e-01acd
«2.76e-01£8.03e-01bd

EX_glygn5(e)

glycogen, structure
5 (glycogenin-2[1,4-

Glc])

7.02¢-1849.99-01

«2.02e-01£4.12¢.01

«9.60e-01£8.98e-01a

2.29¢-01£9.5%-01b

6.350-01%1.10e+00ab

1.25e-01:4£9.76e-01b

EX_MGlenl63(e)

mucin-type
O-glycan No 163

3.70e-17+9.99¢-01

6.47¢-02+5.68e-01

<7.60e-01£1.14e+00a

8.81e-01£1.08¢+00ab

=1.71e-01£9.33e-01c

2.48¢-01+8.47e-01b

EX_MGlenldl{e)

mucin-type
O-glycan No 141

4.57e-17+9.99-01

5.57e-02:48.92¢-01

7.40e-01£1.07e+00a

~7.39e-0113.52¢-01b

«4.07e-01£5.71e-01b

+7.79¢-01£9.85e-01ab

EX_MGlenl03_rl(e)

EX_MGlenl35(e)

released mucin-type

O-glycan No 103

«9.26e-1819.99¢.01

1.50e-01:£7.12e-01

«3.29¢-01£2.32¢-01

«1.19¢+00+8.63c-01a

4.31e-01£1.35e+00c

6.85e.02£9.06e-01c

mucin-type
O-glycan No 135

4.30e-17+9.99-01

1.06e-01:£7.69e-01

+2.31e-01£2.47¢-02

4.556-01£9.43¢.01

+9.96¢-01+9.43e-01ac

3.98e-01:+1.18¢+00d

EX_T antigen(c)

T antigen (core 1)

3.56¢-1749.99-01

EX_MGIen78_rl(c)

released mucin-type
O-glycan No 78

=3.51e-1749.99¢-01

3.17e-01:46.03e-01
5.56e-02:+4.89-01

EX_ha_degl(e)

hyaluronan
degradation product
1

<2.57e-1719.98¢.01

+2.08¢-01:41.06e+00

-9.00e-01:49.58e-01a

6.83e-01:41.11e+00bc

8.72e-01:£1.00e+00a

6.09e-01:+1.26e+00b

1.71e-02+£5.50e-01b

-3.21e-01+9.33e-01ad

4.58¢-01£9.65e-01b

1.36e-01+4.59¢-01

5.76e-01£7.04e-01

9.24¢.01£9.97e-01a

«1.29e-0128.53¢-01c

+9.49¢-01:18.94e-0labed

EX_MGIcn28_rl(c)

released mucin-type
O-glycan No 28

«2.57e-17£9.99¢-01

2.04e-01£7.09e-01

6.71e-01£1.10e+00

<9.85e-01£1.05e+00ab

-3.87e-0118.92¢.01ab

§.49¢-02+£9.99¢-01c

EX_cspg_a_degr(c)

Dimer
GalNAcdS-GleA

=2.29e-17£9.99¢-01

=3.97e-01£8.49%-01

2.58e-01£2.32¢.01

7.79¢-01%1.24e+00a

3.46e-0117.26e-01a

4.03¢-01+8.46e-01a

EX_MGlen158_rl(e)

released mucin-type

O-glycan No 158

=1.90e-17£9.99¢-01

«3.36e-01+5.84¢.01

<7.96e-01£8.68¢-01

+7.280.02£1.14e+00

7.02¢-01£1.02e+00abe

3.236-01£9.33e-01ab

EX_cepg_ab_rest(c)

Not degradable
product CSABC-
PASE_A/B,

Gald$-Gal-Xyl-L-
Ser-protein

<2.57e-1719.98¢.01

«7.29e-01£5.53e.01

6.89¢-0213.00e-01

9.06e-01£8.93e-01a

4.68e-01£1.07e+00a

«5.880.01£4.50e-01cd

EX_ amylose300(c)

EX_nagallbbagal(e)

EX_dchac(e)
EX_MGlen70(e)

amylose (n=300
repeat units,

alpha-1.4-gle)

3.70e-17+9.99¢-01

<2.46e-01£8.07e-01

<1.83¢-01%1.01e+00

1.56e+00£7.88e-01ab

3.42¢-01£1.12¢+00ac

1.19¢+400£2.35¢-01ab

Beta-1,6-N,N-
diacetylgalactosamine|

1.75¢-17+9.99-01

«3.79e-01£6.79-01

<1.74e-01£1.42¢+00

4.14e-01£7.17e-01a

9.05e-01:£9.36e-01ab

<5.04e-0217.36e-01d

deoxycholic acid

1.46¢-17:4+9.98e-01

-5.23e-01+4.57e.01

8.68¢.01:+8.99¢-01a

5.67e-01+9.04e-01a

-8.76e-01+9.87e.01be

3.03e-01:44.18e-01d

mucin-type
O-glycan No 70

«9.90e-1829.99¢-01

1.63e-01:£7.15e-01

+2.35¢-01£1.21e+00

<9.88¢-01:4£9.20e-01a

«3.27e-01£7.72¢-01

6.71e-01%1.21e+00bed

EX_MGlcnl53_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 153

«5.05e-18+9.99¢-01

«4.85e-01:+4.80e.01

8.12e-01£1.01e+00a

«6.09e-01£9.14e-01b

«7.92¢-02:41.06e+00b

1.86¢-01£9.36e-01a

EX_ppa(e)

propionate

5.01e-18:49.99¢-01

<6.34e-0318.75¢.01

<1.12e+0045.45e-01a

6.86¢-01:£1.29¢+00ab

1.07e-01£9.51e-01b

-3.54e-01+7.83e-01c

EX_MGlenl60(e)

mucin-type
O-glycan No 160

<5.04e-17£9.99¢-01

~4.36e-01£3.09-01

6.92¢-01:+1.04e+00a

5.10e-02+1.02¢+00b

+2.15e-01£7.45e-01b

«6.77e-01£8.94e-01b

EX_arabttr(c)

Arabinotriose

-1.41e-1719.98¢.01

1.79¢-014+4.67e-01

3.96e-01£9.25¢.01

-6.25¢-01£6.09¢-01

«1.01e+00+8.95¢-01ab

7.17e-01£1.07e+00cd

EX_MGIcnl04(e)

mucin-type
O-glycan No 104

3.56e-17+9.99¢-01

1.42¢-02:+6.99¢-01

EX_MGIcn33_rl(c)

released mucin-type
O-glycan No 33

«2.12e-1719.99¢-01

«5.66¢-01£8.87¢-01

1.21e-0115.01e-01

+5.42¢.01£1.04e+00a

8.48¢.01£1.13e+00abd

«6.66e-0215.39¢.01

7.72e-01£1.17e+00a

«6.77e-01£1.24e+00b

+4.05e-01£9.55e-01b

1.330-01£7.52¢-01

EX_MGlenl32(e)

‘mucin-type
O-glycan No 132

3.83e-18:+9.99¢-01

«3.11e-01:£6.05¢-01

+5.01e-01£1.19¢+00

2.81e-01:£1.17e+00b

8.23e-01:49.26e-01ab

«3.12e-011£6.63¢-01d

EX_MGIcnl05_rl(c)

released mucin-type
O-glycan No 105

«9.86e-18+9.99¢.01

<2.37e-01£6.73e.01

-5.47e-01£1.15e+00

5.27¢-01£1.06e+00ab

8.79¢-02+1.12¢+00

9.27e-01£9.87e-0labd

EX_MGlen30(e)

mucin-type
O-glycan No 30

=2.12e-17£9.99¢-01

9.40e-02+£7.17e-01

1.00e+00£1.01e+00a

+6.31e-01£1.26e+00ab

+4.10e-01+9.82e-01b

2.80e-01£5.51e-01c

EX_MGlenl3(e)

mucin-type

()<El='mn No 13

2.06e-1749.99-01

-3.84e-019.21e.01

3.45¢-01£6.99¢-01a

«1.07e-01£3.47¢-01

6.43e-0119.46¢-01a

7.03¢-01£9.95e-01a

EX_cspg_c_rest(e)

Not degradable
product
CSABCPASE_C,
Gal6S-Gal-Xyl-L-
Ser-protein

6.80e-18:+9.98e-01

<9.10e-014.51e.01

3.70e-01£5.65e-01a

2.02¢-01£4.55e-01a

6.68e-01£1.18e+00a

«4.81e-01£6.09-01d

EX_MGlen2_ rl{e)

released mucin-type
O-glycan No 2

1.12¢-1749.99¢-01

<5.16e-01£7.78.01

6.87c-01+1.15e+00a

2.58¢-014£9.92¢e-01a

1.06e-01+6.20e-01

3.04¢-01£8.85e-01a

EX_sT_antigen(e)

sialyl-T antigen

=1.02e-1719.99-01

-2.44¢-0216.68¢-01

7.33e-01:41.11e+00a

=5.94e-01£1.31e+00b

«7.17e-01+5.88¢.01ab

2.27e-01:%8.54e-0lcd
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Exchange flux

Related metabolite

Total (n=402)

Healty (n=213)

IFG (n=50)

IGT (n=39)

IFG+IGT (n=56)

T2D (n=44)

EX_MGIenl69_rl(c)

released mucin-type
O-glycan No 169

1.14e-17+9.99-01

=1.27e-01%4.28¢.01

4.91e-01£9.51e-01a

5.67e-01+1.23e¢+00a

+8.26e-01+9.71e-01abc

+3.14e-01£7.01e-01c

EX_MGIenl55_rl(e)

EX_isobut(c)

released mucin-type

O-glycan No 155

«4.51e-17%9.99¢-01

-3.18e-01£5.37e-01

7.14e-01:£1.23e+400a

1.99¢-01£7.03-01

«6.11e-01:+1.08e+00be

2.90e-01+8.82e-01d

Isobutyrate,

2-Methylpropanoate

1.94¢-1749.99¢-01

2.89e-02:+9.22¢-01

«B.856-01+6.22e-01a

7.44¢.01£1.28e+00ab

~8.566-02:+8.27e-01be

+2.32¢-014£8.00e-01c

EX_ galladacgal(e)

EX_ncnam2abagal(e)

EX_MGlenl04_sl(c)

Alpha-1,3-
Galactose-N-

acetylgalactosamine

2.06e-17+9.99%-01

«3.90e-01£9.19e.01

«1.70e.02£7.05¢-01

6.96e-0111.11e+00a

6.53e-0128.93e.01a

5.560-0216.14e-01

Alpha-2,6-N-
acetylneuraminate-
N-
acetylgalactosamine

5.11e-1749.99¢-01

«2.58e-01£3.66e-01

6.80e-011.12e+00a

«8.07e-01£1.10e+00b

3.48¢-01+8.78e-01c

+5.01e-02+7.63¢-01

released mucin-type
O-glycan No 104

2.07e-17+9.99¢-01

<1.26e-01£7.08e.01

+5.14e-01£1.27e+00

«1.81e-01£3.84¢-01

«5.51e-02%1.06e+00

1.01e+00£9.74e-01abed

EX_MGlcns7(e)

mucin-type
O-glycan No 87

«3.50e-17+9.99¢-01

2.34c-0146.52e-01

«8.72e-01+9.63e-01a

6.60e-01:£1.23e+00b

2.13.02%1.16e+00b

~7.53e-01£6.04e-0lac

EX_MGlenTl(e)

mucin-type
O-glycan No 71

3.26¢-17+9.99¢-01

=3.71e-01£5.80e-01

6.50e-01+1.36e+00a

6.790-02£9.18e.01

+2.35e-01+1.07e+00b

4.33¢-01+£8.07e-01a

EX_MGlcnlB6(e)

EX_MGlen23(c)

mucin-type

O-glyca o 186

2.14e-1749.99e-01

«3.80e-01%4.64e-01

6.18¢-01+9.08e-01a

5.86e-01+9.90e-01a

«5.79e-011.13e+00bc

1.58e-01:£9.53e-01d

mucin-type
O-glycan No 23

«2.58e-17+9.99¢-01

6.410-03:+6.37e-01

6.90e-01:+1.19+00a

-8.70e-011.18e+00ab

~4.10e-02:£8.24e-01bc

2.78e-01£8.64¢-01c

EX_MGlcnldb(e)

mucin-type
O-glycan No 146

«1.76e-17£9.99¢.01

«4.68e-02£4.50e-01

2.80e-01£1.30e+00

7.38¢.01£7.97e-01a

+8.96¢.01+9.88c-01abe

+8.64e-02£7.16¢-01

EX_MGlcn29(e)

mucin-type
O-glycan No 29

4.63e-18:4£9.99-01

2.82¢-01:+5.07e-01

«7.73e-01£1.0Te+00a

6.25e-01+1.26e+00b

«3.81e-014£9.26e-01ac

«3.03e.02£7.54e-01

EX_MGlcnl89_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 189

=3.51e-17£9.99¢.01

<2.50e-01£8.16e-01

<5.680.01+7.45¢-01

-4.35¢.01£7.98¢-01

8.26¢-01£1.10e+00abe

4.45¢.01£9.37e-01ab

EX_MGlcnl93(e)

mucin-type
O-glycan No 193

4.57¢-17+9.99-01

<1.76e-01£5.47e-01

3.99e.0119.41e.01

<1.25¢.01£4.53¢-01

8.32e-01£1.05¢+00a

<7.20e-01£1.18¢+00bd

EX_MGlen99_11(c)

released mucin-type
O-glycan No 99

3.56¢-17+9.99¢-01

«2.96e-01£8.01e-01

«5.94e.01£9.10e-01

2.01e-01x1.13e+00

1.73e.01£9.10e-01

8.84e.01£9.15¢-01ab

EX_MGIcnl08_sl(c)

released mucin-type
O-glycan No 109

2.11e-18+9.99%-01

«3.37e-01£6.09¢-01

7.50e-01:£1.08e+00a

«4.32e-01£3.34e-01b

<1.05e-01:£1.01e+00b

«B8.32e-01£5.79-01b

EX_cd2(c)

Cadmium

«2.19e-17£9.99¢-01

~4.48e-01£5.61e-01

9.64e-01+9.61e-01a

4.02¢-01+4.50e-01a

2.01e-02£1.36e+00b

~7.25e-01£7.07e-01b

EX_chor(c)

chorismate

=3.30e-18+9.99¢-01

1.68e-02:+9.04e-01

<1.01e+00+4.44e-01a

6.52¢-01£1.25e+00ab

1.38¢-02+8.31e-01bc

~2.80e-0149.92e-01c

EX_MGlens6_11(c)

released mucin-type
O-glycan No 56

4.24¢-17+9.99-01

=3.01e-01£7.33e.01

-5.29¢-01£1.15¢+00

4.38¢.01£8.35¢-01ab

3.65¢-01£7.60e-01b

7.38¢.01£1.19¢+00ab

EX_MGIenl57_rl(c)

released mucin-type
O-glycan No 157

5.50e-18+9.99¢-01

«2.99e-0216.63e-01

«6.75e-01%1.19e+00a

«2.36e-02£1.640-01

=1.75e-01+1.07e+00

9.46e-01£9.98¢-01abd

EX_glyasn(e (}Iv:vl-L-nEnraEiM ~8.85e-18+9.99¢-01 2.42¢-01:47.63e-01 -3.27e.01£5.93¢.01 3.35e-01%1.49¢+00 =1.14e+00£8 46e-0lac 5.34e-01+8.08e-01d

EX_alaasp(e) L-alanyl-L- 1.86¢-17+9.99e-01 3.01e-01:£7.24e-01 +2.07e-01£8.11e-01 -1.11e+00£9.50e-01ab «3.48¢-01£8.67e-01 7.43e-01£1.08e+00bed
aspartate

EX e pyruvate ~2.86e-17+9.99¢-01 -5.50e-02+8.55¢.01 =1.22¢+400+5.01e-01a 7.56e-01+1.22e+00ab 5.23¢.02+8.76e-01b 8.45¢-02:+1.13e+00b

EX_MGlcnl28_1l(e)

released mucin-type
O-glycan No 128

+2.29e-17£9.99¢-01

-3.396-01£6.96¢-01

+3.52¢-02+1.17e+00

-4.92¢.01£5.74e-01

7.29¢-01£1.05¢+00abe

3.80e-01+1.13e+00a

EX_alagly(c)

L-alanylglycine

3.33¢-17+9.98e-01

1.38e-01:+5.71e-01

-1.65¢-01+9.65¢-01

-1.08e+00+£8.54e-01ab

1.90e-01:+9.32e-01c

1.02¢+00+9.32e-01abc

EX_ MGleng8(e)

mucin-type
O-glycan No 88

1.48¢-1749.99¢-01

«1.30e-01£6.95¢-.01

5.83e-01:£1.32e+00a

«2.45¢-01£4.86¢-01

«7.30e-01£9.38e.01ab

4.63¢-01£8.59-01ad

EX_MGlcnlds(e)

EX_MGlcnlB5(e)

mucin-type

5.46¢-18+9.99-01

«2.32e-01£6.20e.01

7.15e-01:£1.13e+00a

«1.71e-01£4.35¢.01

<6.42¢-01:£1.08e+00b

3.41e-01:£1.00e+00d

4.22¢.17+9.99-01

<2.73e-01£6.26¢-01

«2.98¢.01£6.90e-01

9.09¢.01£1.02e+00ab

-3.99e-01£1.19e+00c

1.08¢.01£1.06e+00c

EX_MGlcnl09(e)

mucin-type
O-glycan No 109

«2.82e-17+9.99¢-01

=5.43e-01%4.14e-01

6.97e-01+1.03e+00a

«3.03e-01+1.23¢+00b

1.09¢-01£9.72¢-01a

<1.31e-02£7.28.01b

EX_dinct(c)

Diacetyl

5.28¢-18+9.99¢-01

-2.26e-02+8.99%-01

<1.12¢+400+4.64e-01a

5.68¢.01:+1.28¢+00ab

1.81e-01+9.70e-01b

-2.58¢-01+8.08e-01bc

EX_gchola(e)

glycocholate

1.86¢-17:4:9.99-01

2.17¢-01:+7.58e-01

+2.80e-01:£5.82¢-01

6.37¢-0219.12¢-01

~9.04e-01:4+1.06e+00a

8.17e-01:41.00e+00bd

EX_MGlenl18_sl(c)

released mucin-type
O-glycan No 119

1.12¢-1749.99¢-01

«2.68e-01+4.88¢.01

3.96e-01:+1.07e+00a

8.286.01£9.42e-01a

«3.13e-02£7.5%-01c

<6.50e-01+1.19¢+00bc

EX_MGIcn63_11(c)

released mucin-type
O-glycan No 63

«9.87e-18+9.99¢.01

1.72¢-01:%8.22e-01

2.66¢-01£1.37e+00

6.60e-0218.05¢.01

«1.05¢+00£8.62¢-01abc

5.03e-02:47.49e-01d

EX_MGlen20(e)

mucin-type
O-glycan No 20

5.81e-17+9.99-01

«1.98e-01%4.58¢.01

1.00e+00£7.77e-01a

«2.16e-01£3.43e-01b

2.19¢.01£7.62e-01

«5.33e-01£1.27e+00b

EX_MGlenl26(e)

mucin-type
O-glycan No 126

2.68¢-17+9.99-01

=1.10e-01%4.48¢.01

5.92¢-01+1.18e+00a

4.30e-01£7.59-01

«7.79¢-01+1.03e+00abc

+9.75¢.02£9.72¢-01

EX_MGlcnl87(e)

mucin-type
O-glycan No 187

4.22¢-17+9.99¢-01

-3.21e-01£5.79¢-01

+4.20e-01£1.26e+00

7.82¢.01£1.11e+00ab

«3.51e-02£6.97e-01

5.78e-01+8.33¢-01ab

EX_lald_L{c)

(S)-lactaldehyde

-3.35e-17+9.99¢-01

1.156-02:49.10e-01

-1.09¢+00+8.71e-01a

4.66e-01:+1.08«+00b

-8.85¢-02+7.53e-01b

4.07e-01:+1.16e+00b

EX_Ser_Thr(c)

protein-linked serine
or threonine residue
(O-glycosylation
site)

«6.65e-18+9.99¢.01

«4.35e-01£7.89%.01

7.44e-01:£1.23e+00a

«1.97e-01£8.10e-01b

2.34e-01£9.30e-01a

1.91e-01£7.35¢.01

EX_MGlenlO(e)

mucin-type
O-glycan No 10

1.14e-17+9.99e-01

~1.16e-01£4.95¢-01

5.84e-01£1.22e+00a

4.08e-01£8.19¢.01

-8.01e-01+1.09¢+00abc

6.650-02£8.06e-01d

EX_ alaleu(e)

L-alanyl-L-leucine

1.79¢-17+9.99e-01

3.34e-01:48.39-01

<1.51e-01+6.13e-01

~3.72e-01+6.40e-01

=1.02¢+0049.40e-01ab

3.56e-01+1.15¢+00d

EX_MGlenl68_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 168

«5.08e-18+9.99¢.01

«4.35e-01£4.40e.01

«3.17e-01£1.80e-01

2.25e-01£9.73e.01

6.27e-01£1.12e+00a

«4.80e.01£1.06e+00d

EX_MGlen94_rl(e)

released mucin-type

()Aﬁlrmn No 94

6.52¢-18:+£9.99-.01

9.03e-02+8.15e-01

«6.51e-01+6.95e-01a

7.33e¢.01£1.14e+00ab

«5.43e-01£1.12e+00ac

2.40e-01:+9.88e-01bd

EX_MGlcn95(e)

mucin-type
O-glycan No 95

7.96¢-18+9.99¢-01

«1.01e-02+3.36e-01

~3.95¢-01+8.87e-01

-8.66e-01+9.67e-01a

5.26e-01£1.09e+00bc

4.52e-01£9.93e-01bc

EX_fla(c)

Flalpha

~1.90e-17+9.99¢-01

1.50e-01:47.60e-01

<1.13e.01£6.74e-01

7.54e-01%1.13e+00

-7.68e-01:+1.16e+00ac

EX_MGlenld(e)

mucin-type
O-glycan No 14

8.92¢-17+9.99%-01

-5.68e-01+5.27e.01

«5.21e-01£6.13e.01

7.11e.01£1.13e+00ab

4.82¢-01:18.87e-01ab

9.79¢-02:48.06e-01d
+3.62¢-02+1.10e+00

EX_MGlenl75_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 175

=1.76e-17+9.99¢-01

=5.62e-01%5.83¢.01

4.61e-01+1.18e+00a

6.21e-01+1.03e+00a

1.926-01£8.97e-01a

<2.47e-01+8.69¢e-01c

EX_ac(e)

acetate

=1.20e-17+9.99¢-01

2.43e-01:+1.03«+00

-7.55e-01:+5.99-01a

<1.67e-01+8.45¢-01

-4.99e-01+6.11e-01a

<1.73e-01+1.00e+00

EX_MGlenl5d_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 154

5.47e-18+9.99-01

<1.126-01£6.75¢-01

4.26e-01+5.82¢.01

2.52e-01£9.05¢-01

<6.98¢-01+1.18e+00abc

7.03e-01£1.17e+00ad

EX_MGlcn85(e)

mucin-type

()-le'an No 85

1.75¢-17+9.99e-01

=3.15e-0246.09¢-01

<7.70e-01£1.23e+00a

6.78e-01£1.12e+00ab

4.05¢-01£1.07e+00b

6.686-02+7.10e-01b

EX_MGlenl02(e)

mucin-type
O-glycan No 102

4.58¢-17+9.99¢-01

«B.48e-02+4.60e-01

-8.80e-01£1.05¢+00a

<9.74e-02+5.71e-01

2.29¢-01£1.02e+00b

7.07e-01%1.17e+00ab

EX_MGIcnl73_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 173

=1.63e-17%9.99¢-01

<1.07e-01£6.92¢-01

<1.72e-01£6.13¢-01

9.24¢-01£1.17e+00ab

2.19¢.01+9.42¢-01

+6.19¢-011+1.21e+00cd
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Exchange fux

Related metabolite

Total (n=402)

Healty (n=213)

IFG (n=50)

1GT (n=39)

IFG+IGT Q:Sﬁ)

T2D (n=44)

EX_MGlenll6(e)

mucin-type

4.22¢-1749.99¢-01

«4.36e-01£4.60e-01

6.03e-01:£1.16e+00a

3.26e-01%1.02¢+00a

+5.90e-01:£9.76¢-01be

1.640-01£8.49¢-01

EX_MGIcnlB8(c)

O-glycan No 188

«1.01e-17£9.99¢-01

«1.86e-01£6.21e-01

2.07e-01£1.32¢+00

6.00e-01+1.09¢+00a

«7.95e-01:+9.24¢-01bc

4.13e-01£7.38e-01d

2.46e-01:4+2.25e-01

1.75e-01%7.57e.01

«4.986.01£5.77¢-01

-8.04e-01+9.69¢-01ab

<1.47e-01£8.81e.01

2.59e-0218.76e-01

8.93¢-01:£1.25¢+00ab

«6.06e-01%2.90e-01c

8.96e-01%8.91e-0lcd

<7.69¢-02:+1.03e+00c

3.03e-02:+5.76e-01

2.40e-02£7.03e-01

7.53e-01%1.35¢+00

-8.79¢-0141.07e+00abc

EX_q8(c) Ubiguinone-8 -4.05e-189.980-01
EX_gcald(c) glycolaldchyde 1.82¢-1729.99¢-01
EX_glyasple) Glyeyl-L 1.06e-1729.99¢-01
EX_MGlenl2d(e) mucin-type 7.01c-18+0.69¢-01

O-glycan No 124

«B.45e-02£8.04e-01

1.82¢.02%1.02¢+00

9.03¢-01£1.11e+00ab

6.02¢-01+7.33e-01d

«3.06e-01£9.78.01c

+7.65¢-01£6.73e-01c

EX_MGlen22_11(c)

released mucin-type

O-glycan No 22

6.13¢-18:+9.99-01

~4.41e-01:£5.34e-01

4.95e-01£1.03e+00a

7.69¢-01+1.00e+00a

«4.50e-01:+9.32¢-01be

+9.37¢-03+1.11e+00

EX_MGlenl39_sl(c)

released mucin-type
O-glycan No 139

<9.85e-1819.99¢.01

«3.55e-01£7.44e.01

7.76e-01:£1.17e+00a

6.39e-02+1.02¢+00

6.55¢.02£7.68¢-01b

6.240-02:£1.15¢+00b

EX_MGlenl0_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 10

0.00e+00£9.99¢-01

«2.61e-01£2.8%.01

2.47e-01£1.16e+00

7.04¢-01£9.57e-01a

«7.92e-014£9.17e-01bc

4.16e-02+7.97e-01d

EX_MGIenl35_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 135

2.12¢-17+9.99¢-01

«4.61e-02%3.33e.01

EX_MGIcnl68(c)

EX_MGlenl59_rl(e)

mucin-type
O-glycan No 168

5.11e-1749.99¢-01

+5.10e-01+1.06e+00

8.80e-01£1.06e+00ab

2.13e-01+9.60e-01

«4.63e-01£9.45¢e-01c

«4.61e-0122.76e-01

2.24e-01£1.04e+00

7.84e-01£1.00e+00a

«4.28e-01£1.00e+00c

+2.50e-01£8.09¢e-01c

released mucin-type
O-glycan No 159

6.13¢-18:£9.99.01

«4.08e-01:£8.56e-.01

7.93e-01:£1.10e+00a

«3.27e-01£6.65¢-01b

2.56e-0118.44e-01a

«3.13e-01£7.03e.01b

EX_metsox_S_L(e)

L-Methionine
Sulfoxide

8.85¢-18+9.99%-01

«1.11e-01£9.55¢.01

2.05¢-02+1.08¢+00

1.68e+00£7.09¢-01ab

«1.47e-01£7.13e.01c

7.91e-02£9.92¢.01c

EX_MGIenl60_rl(e)

EX_MGlenl3l_rl(e)

released mucin-type

O-glycan No 160

3.440-1949.99%.01

«4.50e-0116.22¢-01

<1.79e-01£4.02¢-01

8.24¢-01£1.10e+00ab

2.60e-01£1.05¢+00a

«2.48e-01£1.03e+00c

released mucin-type
O-glycan No 131

3.82¢-18+9.99-01

«1.86e-01%6.11e.01

«2.85¢.01£8.59-01

5.68e-0211.87e.01

7.45e-011.23+00ab

«4.56e-01£1.12¢+00d

EX_cbll{e) Cob(Dalamin -4.52¢-17+9.98¢-0 2.026-01:45.40e-02 3.65e-01+3.91e.01 4.126-01+1.29¢+00 -7.88e-01+7.08¢.01be 6.52e-014+5.54e-01d
EX dng(r) dTTP -1.42¢-1749.99¢-0. -5.62e-01£7.45¢.01 -3.63e.01+8.17e-.01 2.55e-0145.72.01 7.41e-01:11.08+00ab -2.76e-01+6.81e.01d

alahis(e’
EX__glemannan(e)

L-alanyl-L-histidine

=1.26e-1749.99¢-0!

3.56e-01:+8.96e-01

Konjac
glucomannan, MW
77,500
(PMID:17962981),
Man:Gle ~ 2:1. ->
286 man, 143 gle_D

1.470-17£9.99¢-01

-4.24e-01:46.71e-01a

-8.52e-01%1.11e+00a

<9.12¢-01+8.37e-01a

<2.37e-01£8.74e.01

1.29¢-01:£1.09¢+00

1.39¢+001£6.04e-01ab

3.07e-01+9.24e-0lcd

1.13e-01:£1.04e+00c

9.73e-01£4.56e-01a

EX_MGIenls7(e)

mucin-type
O-glycan No 137

«2.11e-17£9.99¢.01

«1.58e-01£7.68¢.01

6.11e-01:£1.26e+00a

«1.53¢.02£1.18¢+00

3.47e.01£8.64e-01

«6.07e-01£9.32¢.01bd

EX_MGlenl52_ rl(e)

released mucin-type
()-Elz'can No 152

3.47¢-17£9.99-01

1.04e-01:£7.42e-01

4.62¢-01£1.32¢+00

1.43e-01£1.17e+00

+6.97¢.0118.81e-01abc

+5.91e-014£9.64c-01ab

EX_trypta(e)

tryptaminium

<1.42¢-1749.99¢-01

-6.50e-01+7.67e.01

EX_MGlenl23_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 123

2.31e-174+9.99¢-01

<1.63e-01£4.54¢.01

6.96e-01:+1.17e+00a

2.03e-01£3.52¢-01

3.84¢-0147.19e-01a

-3.44e-0247.71e-01

4.22¢.01+7.63e-01a

9.13e.01+9.92e-01a

+2.27e-01£1.18¢+00c

+5.61e-01:£1.08e+00c

EX_agam1b6agal(c)

Beta-1,6-N-
acetylglucosamine-
N.
acetylgalactosamine

=1.76e-17%9.99¢-01

«2.86e-0217.46¢-01

EX_gic_D(c)

D-glucose

5.09¢-17£9.99-01

3.65e-01£9.97e.01

«3.77e-01£4.440-01

6.08e-01%1.11e+00a

-8.39¢-01:4£1.04e+00abd

-4.67e-01£4.65¢-01

5.93e-01:+1.24e+00a

2.58e-0116.21e-01

+4.63e-014£7.15e-01b

<6.39e-01£7.55¢.01b

EX_MGlen54_rl{e)

released mucin-type
O-glycan No 54

5.38¢-1749.99¢-01

~1.90e-01£6.14e-01

7.57e-01£1.13e+00a

-3.16e-01£5.74e-01b

+5.99e-01:+1.13e+00b

6.12e-02£1.01e+00

EX_MGlenld0_rl(c)

released mucin-type
O-glycan No 140

«6.67e-18129.99¢-01

~4.82¢-01£4.69¢-01

5.56e-0141.27e+00a

1.29¢-01£9.36¢-01

1.82e-01£7.51e-01a

=5.03e-01£9.59-01b

«1.62e-18+9.99¢.01

«4.06e-01£6.61e-01

5.33e-01:£1.19e+00a

5.11e-01:£1.08e+00a

«1.55e-01:£1.10e+00b

1.180-01£6.94¢-01

-6.13e-18+9.99¢.01

EX_MGlen96(e) mucin-type
O-glycan No 96

EX_tyr_L(e) L-tyrosine

EX_malt{e Maltose

3.71e-01:46.60e-01

-6.09¢-01+1.36e+00a

«1.05e-1749.99-01

<1.72e-01:+3.38¢.01

2.55e-0147.07e-01b

-3.94e.01:+1.09¢+00a

~7.65¢.01£8.39¢.01

8.75¢.01+£9.75¢.01ab

=7.36e-02+8.92¢-01c

7.830-0217.05¢-01
=2.29¢-01:41.22¢+00c

EX_MGlenld2_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 142

1.12¢-1749.99¢-01

“4.71e-01£7.47e-01

5.43e-01:£1.36e+00a

4.71e-01£8.17e-01a

5.27e-01£7.75¢-01a

6.696-02£9.73e-01

EX_MGlenb_rl(c)

released mucin-type
O-glycan No 6

7.40e-18:+9.99¢-01

«2.52e-02£5.44e-01

EX_MGlen7d(e)

mucin-type
O-glycan No 74

«1.90e-17£9.99¢.01

~7.80e-01%1.06e+00a

8.57e-03£3.52¢.01

«1.51e-01£1.19e+00

8.00e-01£1.16e+00abd

«6.02e-02£5.89%-01

«7.02e-01£1.01e+00a

7.55¢.01£1.21e+00ab

«1.96e-01£7.42¢.01c

1.89¢-01:£1.18+00b

EX_hxan(e)

Hypoxanthine

1.06e-1749.99¢-01

-1.89e-01+7.75¢.01

~4.28¢-03+8.79¢-01

«5.73e.01:£8.89¢-01

4.62¢-01:1.25¢+00ac

4.500-01:£1.17e+00ac

EX_MGlenl18(e)

mucin-type
O-glycan No 118

«2.57e-17£9.99¢.01

«4.80e-02£6.50e-01

1.40e-01£1.44c+00

2.230-01£3.54e-01

+8.42¢.01£7.90e-01abe

6.17¢-01£1.05e+00ad

EX_fla_rl(c)

released Flalpha
lnli‘rn

<6.19e-18+9.99¢.01

2.64c-01:£8.73e-01

4.46e-01£1.04e+00

+8.65e-01£1.17e+00ab

-3.17e-01£7.68e-01

+6.38¢.03£6.72¢-01c

EX_MGlcnlB3(e)

mucin-type
O-glycan No 183

1.12¢-1749.99¢-01

<1.27e-01£4.73e-01

+8.27e.01£1.04e+00

5.55¢.01£1.35¢+00ab

«1.42¢-01:49.28e-01

5.13e-01£9.07e-01b

EX_glcur(c)

D-glucuronate

3.86¢-17:49.99¢-01

2.26e-01:+4.07e-01

«1.04e-01£7.28¢-01

~7.01e-01:%1.12¢+00a

2.47¢-01:+5.25e-01c

7.07e-01£1.15e+00c

EX_MGlenl2_sl(e)

released mucin-type
O-glycan No 12

1.67e-18+9.99¢-01

«2.54e-01%6.18¢-01

2.69¢-0118.04e.01

«6.81e-01£1.21e+00b

6.46¢-01£1.22¢+00ac

3.69¢-01:£8.95¢-01c

EX_ndchac(e)

Allodeoxycholic
acid

1.20e-17+9.98e-01

=7.70e-01£5.80e-01

9.41¢-01£8.80e-01a

1.25¢-01£1.08e+00a

«3.640-02:41.20e+00

9.83¢.024+5.88c-01a

EX_ glyleu(e)

Glycylleucine

3.32¢-174+9.98e-01

-3.17e-02+4.08¢-01

<1.68¢.01£6.53¢-01

8.82e-01:+1.14e+00b

-7.32e-01£1.18¢+00c

6.420-01£7.17e-01d

EX_MGlenll8_rl(c)

released mucin-type
O-glycan No 118

«2.57e-17£9.99¢.01

«3.43e-01£5.34e.01

5.09e-01:£1.23e+00a

7.18¢.01£9.84e-01a

«2.44e-01:21.25¢+00be

1.410-01£8.34¢.01

EX_MGlenl22_rl(e)

released mucin-type

()-Elz'can No 122

3.81e-1749.99¢-01

3.38¢-01:£5.35e-01

5.83e-0126.64e-01

4.50e-01£3.15¢.01

+5.77e-01+1.26e+00abc

3.710-0318.68¢.01

EX Elz'ﬁlu e) lutamate ~4.40e-17£9.98¢.01 1.30e-01:46.48e-01 6.77e-03£9.10e-01 9.200-02+4.73e.01 -9.65e-01+£9.82¢.01ab 8.10e-01:41.16e+00d

EX fuc_L(e) 1.45¢-1749.99-01 +2.72e-0128.04e.01 +6.20e-01 £4.88¢-01 6.28¢.01£1.29¢+00ab 4.36¢-02+8.16e-01 2.78¢.01:+1.05e+00ab

EX__mantr(e) mannotriose 2.460-17£9.99-01 4.19¢-01£9.01e-01 «2.66e-01£8.99-01a «1.07e+00£1.04e+00a «3.31e-01:£5.71e-01 7.19e.02£7.74e-01c
(beta-1,4)

EX _coreS(e) Core 5 5.09¢-1749.99-01 3.62e-0146.12¢-01 5.98e-01£4.29¢-01 -7.41e-01:41.05e+00abc +1.44e-01£9.36e-01

EX_MGlen70_11(e)

released mucin-type
O-glycan No 70

«1.23e-1749.99¢-01

«2.08e-01£7.58¢.01

3.31e-01+1.23¢+00

«4.17e-01£4.63e-01

9.71e-01£9.95¢-01ab

«B.86e-02+1.28¢+00c

+7.50e-0249.91e-01c

EX_MGlenb9(e)

mucin-type
O-glycan No 89

6.45¢-18£9.99-01

«2.91e-01£6.08¢.01

7.05e-01:£1.26e+00a

1.480-01£9.87¢.01

«1.77¢-01£5.81e-01b

+9.94e-02+1.30e+00b

EX_MGlen65_rl{e)

released mucin-type

O-glycan No 65

4.22¢-1749.99¢-01

1.01e-01:£8.24e-01

~1.99¢-01£4.89-01

<1.36e-01£3.20e-01

<9.14e-01£1.06e+00a

5.80e-01:41.28¢+00d

EX_MGlen25_1l(c)

released mucin-type
O-glycan No 25

1.45¢-1749.99¢-01

«4.20e-01£6.24e-01

4.86e-01%1.42e+00a

«8.90e-02+8.07¢-01

2.17e-01£6.33e-01a

3.03¢-01£1.07e+00a

EX_MGlen36_rl(e)

released mucin-type
O-glycan No 36

2.68¢-17+9.99¢-01

«2.71e-01£7.87e.01

«3.99¢.01£5.50e-01

«1.28¢.01£3.11e-01

«3.040-02:41.20e+00

7.93¢.01£1.09¢+00abd

EX_15dap(e

NA

2.45¢-1749.99¢-01

-2.66e-01£8 88e.01

4.14e-01:3.82¢.01

3.32¢-0219.00e-01

1.14e+00+7.84e-0lac

-3.2de-01:£1.00e+00d

EX_fum(e)

Fumarate

3.27¢-1749.99¢-01

4.56e-03:+8.99-01

<1.09¢+400+6.37e-01a

3.38e-01:4+1.12+00b

9.67¢-02+£9.06e-01b

1.84e-01:+1.22¢+00b
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Table B-1 continued from the previous page

core2(c)

Core 2

=5.04e-1749.99¢-01

~6.3Be-02:44.63e-01

5.19¢-01:+1.30e+00

-6.49e-01£1.11e+00b

5.27¢-01:£8.98e-0lc

-4.25e-01%8.81e-01bd

MGlenBl(e)

mucin-type
O-glycan No 81

<6.69e-1819.99%-01

«0.57e-0215.80e-01

+5.73e-01£1.00e+00

«4.76e-01£6.30e-01

7.08e.01£1.12e+00abe

9.26e-02+1.29¢+00

duri(e)

Deoxyuridine

9.29¢-1849.98e-01

1.47¢-01:46.21e-01

-9.63e-02+8.03e-01

3.57e-01%1.49¢+-00

-9.06e-014£9.51e-01ac

6.98¢-0148.04e-01d

MGlenl72(e)

mucin-type
O-glycan No 172

2.14e-17+9.99%-01

<9.79e-02£5.32¢-01

“7.11e-01£9.78e-01

«1.08¢.02+£3.66¢-01

8.05¢-02£1.32e+00b

7.53e-01+1.06e+00ab

Thpro(c)

trans-d-hydroxy-L-

proline

0.00e+00+9.98e-01

«4.05e-01£6.04e-01

«3.91e-02+8.94e-01

1.29¢+00£6.55¢-01ab

=3.43e-01%1.32e+00c

+8.79¢-0244.96e-01c

MGIenl70_1l(c)

relcased mucin-type
O-glycan No 170

5.47e-18+9.99-01

«1.35e-01%6.29¢-01

<1.59¢-01£5.09¢-01

£.90e-01£1.11e+00ab

«3.51e-01£1.08¢+00c

<1.78e-01:1.20e+00c

MGlenldd_sl(c)

released mucin-type
O-glycan No 144

5.38e-17+09.99-01

«2.87e-0115.7T1e-01

«5.77e-01£2.72¢.01

6.97¢-01£1.28e+00ab

«3.19e-01£1.05¢+00c

3.55e-0119.33e.01

ocdcea(e)

octadecenoate
(n-C18:1)

«4.52e-1719.98¢.01

«2.33e-01£7.38¢.01

+6.15e-01£1.07e+00

6.08e-01£7.3%-01b

1.42¢.01:45.27e-01

1.10e+00£9.95¢-01ab
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