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Ad-36 — adenowirus 36
AGB - ang. ad- justable gastric banding, regulowana opaska zotadkowa
ALT —ang. — alanine transaminase, aminotransferaza alaninowa

AMPK - ang. adenosine monophosphate activated protein kinase, kinaza proteinowa
aktywowana przez AMP

ATP — ang. adenosine triphosphate, adenozynotrdjfosforan
BMI — ang. body mass index, wskaznik masy ciala
BPD — ang. biliopancreatic diversion, wytaczenie zoétciowo-trzustkowe

BPD-DS — ang. biliopancreatic diversion with duodenal switch, wytaczenie zotciowo-

trzustkowe z przetagczeniem dwunastnicy

dATP — ang. deoxyadenosine triphosphate, 2" -deoksyadenozyno-5'-trifosforan

dCTP - ang. deoxycytidine triphosphate, 2" -deoksycytozyno-5'-trifosforan

ddATP —ang. dideoxyadenosine triphosphate, 2,3 -dideoksyadenozyno-5'-trifosforan
ddCTP —ang. dideoxycytidine triphosphate, 2°,3 -dideoksycytozyno-5'-trifosforan
ddGTP - ang. dideoxyguanosine triphosphate, 2°,3 -dideoksyguanozyno-5'-trifosforan
ddTTP — ang. dideoxythymidine triphosphate, 2°,3 -dideoksytymidyno-5'-trifosforan
dGTP — ang. deoxyguanosine triphosphate, 2 -deoksyguanozyno-5'-trifosforan

DNA- ang. deoxyribonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy

dsDNA- ang. double stranded deoxyribonucleic acid, podwojna ni¢ kwasu
deoksyrybonukleinowego

dTTP — ang. deoxythymidine triphosphate, deoksytymidyno-5'-trifosforan

DXA - ang. dual energy X-ray absorptiometry, rentgenowska absorpcjometria

podwdjnej energii
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emPCR — emulsyjna reakcja tancuchowej polimerazy

FIAF - ang. fasting induced adipocyte factor, czynnik tkankowy indukowany

glodzeniem

G41 - ang. glycoprotein 41, biatko, glikoproteina 41

GF - ang. germ-free, pozbawione mikroorganizmow i pasozytow

GPRA41, GPR43 — ang. G protein-coupled receptors, receptory sprzezone z biatkiem G
HbA1. - hemoglobina glikowana

HDL - ang. high density lipoprotein, lipoproteina wysokiej gestosci

HGP - ang. Human Genomic Project, Projekt Poznania Ludzkiego Genomu

HMP - ang. Human Microbiome Project, Projekt Poznania Ludzkiego Mikrobiomu
IBD - ang. inflammatory bowel diseases, nieswoiste zapalenie jelit

L2 — ang. level 2 - phylum, poziom taksonomiczny 2 oznaczajacy gromade bakterii
L3 —ang. level 3 —class, poziom taksonomiczny 3 oznaczajacy klase bakterii

L4 — ang. level 4 — order, poziom taksonomiczny 4 oznaczajacy rzad bakterii

L5 —ang. level 5 — family, poziom taksonomiczny 5 oznaczajacy rodzing bakterii
L6 — ang. level 6 — genus, poziom taksonomiczny 6 oznaczajacy rodzaj bakterii

L7 —ang. level 7 — species, poziom taksonomiczny 7 oznaczajgcy gatunek bakterii

LADA - ang. latent autoimmune diabetes of adults, utajona autoimmunologiczna

cukrzyca dorostych

LDL - ang. low-density lipoprotein, lipoproteina o matej ggstosci
LPL - ang. lipoprotein lipase, lipaza lipoproteinowa

LPS - ang. lipopolysaccharide, liposacharyd

LRYGB - ang. laparoscopic Roux-en-Y gastric bypass, operacja laparoskopowego

wylaczenia zoladkowego

LSG - ang. laparoscopic gastric sleeve resection, lapraroskopowa resekcja zotgdka
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MC4R — ang. melanocortin 4 receptor, receptor typu 4 melanokortyny
Me - mediana

MODY - ang. maturity onset diabetes of the young, cukrzyca typu dorostego u ludzi
mtodych

NGS - ang. next generation sequencing, sekwencjonowanie nast¢pnej/nowej generacji

Nested- PCR — ang. nested - polymerase chain reaction, zagniezdzona reakcja

fancuchowa polimerazy

OTU - ang. operative taxonomy unit, operacyjna jednostka taksonomiczna
OUN - o$rodkowy uktad nerwowy

PCR — ang. polymerase chain reaction, reakcja tancuchowa polimerazy
POMC - proopiomelanokortyna

PYY - ang. peptide YY, peptyd Y

RNA — ang. ribonucleic acid, kwas rybonukleinowy

SBS — ang. sequencing by synthesis, sekwencjonowanie przez synteze
SCFA - ang. short chain fatty acid, krotkotancuchowe kwasy thuszczowe
SD —ang. standard deviation, odchylenie standardowe

SMAM-1 — ptasi adenowirus

T2DM - ang. type 2 diabetes mellitus, cukrzyca typu 2

TG - trojglicerydy

VGB - ang. vertical banded gastroplasty, pionowa plastyka zotagdka
WHO - ang. World Health Organistaion, Swiatowa Organizacja Zdrowia
WHR - ang. waist-hip-ratio, stosunek obwodu talii do obwodu bioder

16S rRNA — fragment matej podjednostki rybosomu 30S, charakterystycznej dla

prokariotow
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WSTEP

1 WSTEP

Szybka 1 dokladna identyfikacja drobnoustrojow stanowi fundament
mikrobiologicznej diagnostyki klinicznej. Chociaz bakterie odkryto juz w potowie XVII
wieku, tuz po wynalezieniu mikroskopu przez Antoniego van Leeuwenhooek‘a,
to poczatkowo ignorowano ich obecnos¢, a nauka o mikroorganizmach popadta przez
dhugi czas w zapomnienie [1]. Dopiero pod koniec XIX wieku, gdy zaczeto zdawac sobie
sprawe, ze to wlasnie drobnoustroje powoduja choroby, wzrosto zainteresowanie
1 potrzeba zrozumienia ich znaczenia. Naukowcy rozpoczeli woéwcezas opracowywanie
technik ich izolacji i hodowli w laboratorium. Przy uzyciu mikroskopu $wietlnego
opisywali swoje obserwacje, porownujac bakterie do znanych z zycia codziennego
ksztattéw. Zarowno techniki mikroskopowe, jak i hodowlane zapoczatkowaly rozwoj
mikrobiologii i nadal sa powszechnie uzywane. Chociaz te konwencjonalne metody
sg niedrogie, to pozwalaja tylko na identyfikacje najczesciej spotykanych grup bakterii.
Zapewniaja w ten sposOb ograniczony poglad na ztozony $wiat drobnoustrojow,

szczegoOlnie tych, ktore rezyduja w ciele cztowieka.

Mimo dalszego rozwoju mikrobiologii 1 wprowadzeniu wielu nowych testow
m.in.  biochemicznych, fenotypowych, technik  mikroskopowych opartych
o fluorescencj¢, umozliwiajacych odrdznianie gatunkoéw, mozliwe bylo poznanie
zaledwie niewielkiej liczby drobnoustrojow. Liczba ta ograniczona byta wylacznie
do tych bakterii, ktore wyhodowano w warunkach laboratoryjnych [2]. W dalszym, ciagu
nie bylo osiggalne rzetelne okreslenie choc¢by struktury drobnoustrojow zasiedlajacych
np. jelita cztowieka, poniewaz znaczna liczba bakterii nie rozwija si¢ poza ich naturalnym
srodowiskiem [3]. Innymi ograniczeniami powszechnie stosowanych metod
w identyfikacji byty np. odmienne cechy biochemiczne, ktore nie pasowaly do wzorcow
znanych rodzajow, czy gatunkéw. Wowczas takie testy tracily swa przydatno$e,
szczegblnie, gdy badane bakterie nie ulegaty fermentacji. Ponadto do ich
przeprowadzenia konieczne byto uzyskanie czystych hodowli. Z kolei identyfikacja
szczegolnych grup bakterii, np. niektorych beztlenowcow, wymagata dodatkowego
sprzetu, znacznie dluzszego czasu hodowli 1 specjalistycznej wiedzy. Nawet

po spetnieniu tych warunkow, nie byto gwarancji na uzyskanie rzetelnych wynikow [4].
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1.1 Poczatki rewolucji w identyfikacji drobnoustrojow sekwencjonowanie

Sangera.

W latach 90-tych, wraz z odkryciem procesu sekwencjonowania DNA,
diametralnie zmienito si¢ podejscie do badan naukowych w zakresie identyfikacji
drobnoustrojow.  Niewatpliwie  podstawy tego  sukcesu, budowane byty
na wczesniejszych odkryciach, dotyczacych odtworzenia replikacji DNA w komoérkach
bakteryjnych (w warunkach laboratoryjnych) przez Artura Kornberga, czy odkrycie

procesu zblizonego do przebiegu PCR przez Kjell Kleppe [5], [6].

W 1977 r. Sanger i jego wspolpracownicy opublikowali pracg, w ktorej
przedstawili procedure szybkiego okreslania sekwencji DNA [7]. Metoda ta stanowita
wowczas jedynie zapowiedz nadciggajacej rewolucji, ktéra swym zasiggiem nie tylko
obejmowata sekwencjonowanie genomu cztowieka, ale réwniez mikroorganizmow
w nim rezydujagcych. W pozniejszym okresie stala si¢ jedna z najczesciej
wykorzystywanych metod w przypadku problemow z identyfikacja bakterii w badaniach

naukowych.

Od czasu wdrozenia do laboratoriow sekwencjonowania Sangera przez ponad
3 dekady systematycznie ulepszano metodyke, m.in. zastosowano rekombinowang
polimerazg, a dideoksynukleotydy, ktore spelniaja zadanie terminatora reakcji,
znakowano fluorescencyjnie zamiast izotopowo. Dalsze modyfikacje polegaty
na automatyzacji sekwenatorow, wyposazono je w cienkie kapilary, w ktorych
wykonywano rozdziat fragmentoéw DNA [8]. Metoda sekwencjonowania Sangera, ktorej
najwazniejsze etapy zostaty przedstawione na rycinie 1, nazywana jest inaczej metoda

terminacji tancucha, metoda dideoksy lub metoda sekwencjonowania przez synteze.

Roéwnolegle do metody Sanger‘a powstawata inna technika sekwencjonowania,
opracowana przez Allana Maxam‘a 1 Waltera Gilbert‘a. Zesp6l badaczy opublikowat
réwniez w 1977 r. pracg dotyczaca metody sekwencjonowania opartej na chemicznej
degradacji nukleotydow pod wpltywem roéznych zwigzkow chemicznych [9]. Reakcja
prowadzita do powstania wielu fragmentow DNA o réznej wielkos$ci, ktore rozdzielano
elektroforetycznie. Zarowno metoda Maxam‘a - Gilbert‘a jak 1 Sangera zaliczane
sa do sekwencjonowania pierwszej generacji [8], [10]. Cho¢ za obie metody zostaty

przyznane w 1980 r. Nagrody Nobla, to sekwencjonowanie Sanger‘a zdominowato
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badania naukowe, ze wzgledu na wigksza prostote, niezawodno$¢ i1 zastosowanie

mniejszej ilosci zwigzkow toksycznych oraz substancji radioaktywnych. [11].

jednoniciowa matryca DNA

A
) CGATTAGCGCTATGCAT

polimeraza + nukleotydy starter CGATTAGCGCTATGCAT

ddGATACGTA
(B) / \ () L
CGATTAGCGCTATGCAT

ddﬁ;CGATACGTA

7 L
ddCT P ' dd IrTp ddGTP CGATTAGCGCTATGCAT
d4GCTAATCGCGATACGTA

C A TG

r— ddGCTAATCGCGATACGTA

| ddCTAATCGCGATACGTA
I ddTAATCGCGATACGTA

(D)

IJAATCGCGATACGTA

TCGCGATACGTA

| ddTCGCGATACGTA

| ddCGCGATACGTA

rozdziat produktow w zelu
Rycina 1. Reakcja sekwencjonowania Sanger‘a.

Reakcja nazywana rowniez metoda terminacji faficucha rozpoczyna si¢ od amplifikacji matrycy DNA,
a nastepnie denaturacji, ktéra prowadzi do uzyskania pojedynczych nici. W kolejnym etapie startery zostaja
przytaczone do jednoniciowych matryc (A), a dalsze reakcje przeprowadzane sg osobo w czterech
wersjach. W kazdej z nich polimeraza wbudowuje na zasadzie komplementarnosci deoksynukleotydy
(dATP, dCTP, dGTP dTTP) (B). Wydluzanie tancucha zostaje przerwane w momencie, gdy zostanie
przyltaczony jeden dla danej wersji typ wyznakowanych fluorescencyjnie dideoksynukleotydow (ddATP,
ddTTP, ddGTP lub ddCTP), czyli nukleotydéw nieposiadajacych grupy hydroksylowej na koncu 3°. Brak
grupy hydroksylowej w czgsteczce dideoksynukleotydu uniemozliwia dalszg elongacje (C). W rezultacie
w kazdej z czterech probowek powstajg mieszaniny tancuchéw DNA o réznej dtugosci, ktore rozdziela sig
elektroforetycznie pod wzgledem wielkosci (D). Koncowy efekt uwidaczniany jest pod wptywem promieni

UV i dokumentowany, jako obraz kolejnosci nukleotydow [8].
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Sekwencjonowanie Sangera przez 37 lat stanowito metode referencyjng
dla sekwencjonowania DNA, a wprowadzone modyfikacje potozyly podwaliny
pod sekwencjonowanie catych genow i genoméw. W ciggu 10 lat Srednia dtugo$¢ odczytu
sekwencji wzrosta z okoto 450 do 850 par zasad [12]. Problem jednak lezat
W ograniczonej przepustowosci. Powolne tempo sekwencjonowania wymagato
zapotrzebowania na bardziej niezawodne technologie, ktore moglyby generowaé

znacznie wigksze ilo$ci danych w szybszy i bardziej przystepny sposob [10].

1.2 Przelomowy Kkrok: odkrycie molekularnego markera 16S rRNA

do identyfikacji drobnoustrojow.

W 1987 r. ukazata si¢ pionierska praca Carla Woesel‘a, ktory wykazat, ze geny
rRNA mogg by¢ uzyte, jako ewolucyjny chronometr [13]. Zalety przemawiajace
za ich uzyciem byly nastepujace: wykazuja one wysoki stopien funkcjonalnej statosci,
wystepuja we wszystkich mikroorganizmach, a rézne pozycje w ich sekwencjach
zmieniaja si¢ w bardzo réznym tempie, umozliwiajac pomiar wigkszosci zwigzkow
filogenetycznych. Bazujac na tych odkryciach Pace 1 wspolpracownicy zastosowali
bezposrednig analiz¢ sekwencji genu 16S TtRNA do opisu rdznorodnosci
mikrobiologicznej w probce $rodowiskowej, bez wczesniejszej hodowli [14].
Przeprowadzone przez powyzszy zespdl prace zmienily sposob postrzegania
mikroorganizmow 1 stworzyly nowa gataz ekologii mikrobiologicznej. Od tego czasu
badania drobnoustrojow oparte o analiz¢ ich DNA, a doktadniej genu kodujacego matg
podjednostke rybosomu: 16S rRNA odgrywaja kluczowa role 1 stanowig ,,ztoty standard”
w identyfikacji oraz odkrywaniu nowych gatunkéw. Gen ten obecny jest u wszystkich
bakterii, ale jego sekwencja jest unikalna dla kazdego gatunku. W zwiazku z tym 16S
rRNA wykorzystywany jest, jako rodzaj molekularnego odcisku palca. Sekwencja tego
genu ma wielko$¢ ok 1500 pz i1 podzielona jest na 9 hiperzmiennych (V1-V9) regionow
o sredniej dlugosci od 50 - 100 pz. Kazdy z hiperzmiennych regiondw oddzielony
jest tzw. regionem konserwatywnym [15]. Strukture przestrzenng oraz liniowa genu 16S

rRNA przedstawiono na rycinie 2.

15



WSTEP

Identyfikacja drobnoustrojow w tym wypadku polega na sekwencjonowaniu
wybranych regioné6w genu 16S rRNA, a nastepnie poréwnaniu badanej sekwencji
z sekwencjami zdeponowanymi w bazach danych [16]. Uzyskanie dopasowania
na odpowiednim poziomie taksonomicznym umozliwia identyfikacje bakterii. Badania
oparte o analiz¢ 16S rRNA znacznie poszerzyly nasza swiadomos$¢ na temat §wiata
drobnoustrojéw, a takze pozwolity ustali¢ ewolucyjne relacje pomigdzy gatunkami

na podstawie skonstruowanych drzew genealogicznych.
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Rycina 2. Struktura genu 16S rRNA.

Cze$¢ A odpowiada strukturze przestrzennej, a czg$¢ B — liniowej genu 16S rRNA. Struktura przestrzenna
zostata zaczerpnigta z pracy: “Uniting the classification of cultured and uncultured bacteria and archaea
using 16S rRNA gene sequences” [15] i zmodyfikowana przez autora rozprawy. Szarym kolorem

0znaczono regiony konserwatywne.
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1.3 Wprowadzenie technologii sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS).

Koniec XX wieku zaowocowatl zsekwencjonowaniem kompletnych genomoéw
dwoch mikroorganizméw: Haemophilus influenzae i Mycoplasma genitalium [17].
Wydarzenie to otworzylo wowczas drzwi do badania kodu genetycznego
mikroorganizmow 1 stalo si¢ inspiracjg dla naukowcow, ktorzy dazyli do dalszego
ulepszania sekwenatoréw. To z kolei przyczynito si¢ do rozwoju kolejnej technologii,
nazwanej sekwencjonowaniem nastgpnej generacji - NGS (ang. next generation
sequencing) lub sekwencjonowaniem drugiej generacji. Strategia NGS oparta
jest na masowym, rownoleglym odczycie sekwencji z wielu probek, przy zachowaniu
duzej przepustowosci i wysokiego stopnia pokrycia sekwencji [8], [11]. Podstawowe
cechy, ktore definiuja sekwencjonowanie nastgpnej generacji to: obecnos$¢ sekwencji
facznikowych i/lub adapterowych, umozliwiajacych stworzenie biblioteki amplikonow,
amplifikacja biblioteki na powierzchni statej lub na kulkach optaszczonych
streptawidyna, bezposrednie monitorowanie procesu wbudowania nukleotydéw podczas
sekwencjonowania przez wykrywanie luminescencji lub zmiany tadunku elektrycznego
oraz generowanie cyfrowych odczytow, ktére pozwalaja na bezposrednie pomiary
ilosciowe [11]. Najbardziej powszechne i najczg$ciej cytowane w obrebie drugiej
generacji sg metody pirosekwencjonowania (454 GS Junior Roche) oraz

sekwencjonowanie przez synteze (Illumina, Miseq).

1.3.1 Pirosekwencjonowanie

Skutecznym argumentem przemawiajagcym za zastgpieniem metody Sanger'a
pirosekwencjonowaniem byla mozliwos¢ masowego, rownolegtego, a co za tym idzie
szybszego sekwencjonowania nici DNA. Metoda ta byta pierwszym komercyjnym
systemem NGS i stanowitla podstawe nowej analizy genomowej, nazwanej
sekwencjonowaniem przez syntez¢ [17]. Najwazniejsze ectapy wraz z opisem

pirosekwencjonowania przedstawiono na rycinie 3.
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Rycina 3. Etapy Pirosekwencjonowania.

Po fragmentacji i przylaczeniu sekwencji adaptorowych, matrycowe DNA (A) jest amplifikowane
na powierzchni kulek optaszczonych streptawidyng (B), w emulsji wodno-olejowej (emPCR). W efekcie
w jednej kropelce emulsji znajduje sie jedna kulka z klonami DNA (C). Kulki sg nastepnie przemywane
na mikroptytce sekwencyjnej. Na tym etapie istotne jest, aby w kazdej studzience znalazta si¢ wylacznie
jedna kulka pokryta fragmentami DNA (D). W kolejnym kroku rozpoczyna sie wiasciwe
pirosekwencjonowanie. Do kazdej studzienki dodawana jest polimeraza oraz nukleotydy. Reakcja zostaje
zatrzymana, gdy nukleotyd nie przytacza si¢ do wydtuzajacej si¢ sekwencji. Dopiero wbudowanie
wlasciwego nukleotydu wedlug zasady komplementarno$ci pozwala na wznowienie reakcji. Podczas
przytaczenia nukleotydu do syntetyzowanej nici DNA dochodzi do uwolnienia pirofosforanu i pomiaru
jego ilosci (E). Mozliwe jest to dzieki dwom reakcjom chemicznym z udzialem sulfurylazy i lucyferazy,
ktore w efekcie przyczyniaja si¢ do powstania czasteczek ATP, a te z kolei wytwarzaja fotony, rejestrowane

przez kamere z matryca CCD (ang. charge coupled device) [18], [19] .

Typowym modelem wykorzystujacym metode pirosewencjonowania byt 454 GS
Junior (w 2016 r. firma Roche oglosita zaprzestanie produkcji odczynnikow
do pirosekwencjonowania i jednocze$nie wycofanie technologii z rynku). Generowat
on najdluzsze odczyty (Srednio 520 pz) 1 najmniejsza ilo$¢ zlozonych,

lecz pofragmentowanych sekwencji. Spore ograniczenie sekwenatora wynikato
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z mozliwosci generowania btedow, zwigzanych z trudno$cig w ustaleniu liczby
powtdrzen nukleotydow w dlugich fragmentach homopolimerowych, a to z kolei bylo

przyczyna generowania btedow w trakcie syntezy nici DNA [20].

1.3.2 Platforma do sekwencjonowania - MiSeq (Illumina)

Opracowanie  wysokowydajnych  sekwenatoréw  umozliwilo  uzyskanie
kompletnych sekwencji w ciaggu kilku godzin lub dni, a nie jak w przypadku
sekwencjonowania pierwszej generacji: miesiecy, czy lat [20]. Ponadto znacznie spadty
koszty tego procesu, co spowodowato, ze obecnie wiele firm wprowadza na rynek swoje
platformy, np. Illumina, Pacific Biosciences, czy Life Technologies. Niewatpliwie
najbardziej dominujacg technologia sa sekwensery wyprodukowane przez Illumina.
Ponad 90% danych z badan naukowych w 2014 r. zostato wygenerowanych przy uzyciu
platform tej firmy [17]. Ws$réd nich najczestsze zastosowanie W badaniach
mikrobiologicznych ma platforma do sekwencjonowania MiSeq [20]. Wykazano,
ze MiSeq charakteryzuje si¢ najnizszym poziomem bt¢du oraz najbardziej przystepnym
dla uzytkownika oprogramowaniem, niewymagajacym dodatkowych interwencji
manualnych w trakcie sekwencjonowania [20]. Przy uzyciu platformy MiSeq
przeprowadzono sekwencjonowanie probek, bedace przedmiotem niniejszej rozprawy.
Doktadny opis poszczegdlnych etapéw sekwencjonowania zostat szczegétowo opisany

w rozdziale Materiaty 1 metody.

1.3.3 Sekwencjonowanie trzeciej generacji

Poza opisanymi metodami, od 2011 r. dostepne sa kolejne, nowsze technologie
zaliczane do sekwencjonowania trzeciej generacji, ktore nazwano technologia
sekwencjonowania pojedynczych czasteczek. Nie wymagaja one tworzenia biblioteki
amplikondw, co skraca czas przygotowania probek z kilku dni do 4-6 godz. Srednia
dlugo$¢ odczytow generowanych przez te sekwenatory wynosi ok 10000 par zasad.
Natomiast sporym ograniczeniem tej technologii jest wysoki wskaznik btgdow (od 12

do 15%), losowo roztozonych wzdtuz sekwencji odczytu [8].
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Do badan metagenomowych m.in. z uprzednio wymienionego powodu zalecane

sg sekwenatory drugiej generacji, szczegdlnie: [llumina i SOLiD [10].

1.4 Wplyw sekwencjonowania nowej generacji na rozwoj nauki i medycyny

Rozwoj sekwencjonowania zapoczatkowal jedno z najwigkszych osiagnieé
w historii badan naukowych - Projekt Poznania Ludzkiego Genomu (HGP), (ang. Human
Genomic Project). W tym okresie narodzita si¢ nowa dziedzina nauki — genomika,
zajmujaca si¢ badaniem genow i ich funkcji [21]. W ramach trwajacego 13 lat projektu
wykazano m.in, Zze nasz genom zawiera okoto 20.000 genéw. Jednak wigkszo$¢ z nich
nie nalezy do gospodarza, a mikroorganizmoéw, ktore go zasiedlaja. W zwigzku z tym

w celu oddzielenia ogoétu genoméw mikroorganizméw 0d genomu gospodarza

wprowadzono pojecie mikrobiom. Z kolei metagenomika, po kilku modyfikacjach
definicji, nazwano proces stosowany do scharakteryzowania metagenomu [22]
lub bezposrednig analizg¢ genetyczng genomow zawartych w badanej probce, w celu
uzyskania informacji na temat ré6znorodnosci mikrobiologicznej i ekologii okreslonego

srodowiska [23].

Na podstawie wstgpnych badan przeprowadzonych w ramach HGP oszacowano,
ze liczba mikroorganizmdéw w naszym organizmie przewyzsza *dziesigciokrotnie liczbe
ludzkich komérek somatycznych i rozrodczych [1]. Ta hipoteza zachecita naukowcow
do intensywnych badan, majacych na celu poznawanie i prob¢ zrozumienia roli
mikroorganizmow, ktore nas zamieszkuja. Zaledwie, w ciggu siedmiu lat (2001 - 2007)
przy uzyciu sekwencjonowania genu 16S rRNA odkryto 215 nowych gatunkow bakterii,
wyizolowanych z ro6znych materiatow, pochodzacych od pacjentow. Wsrod
tych mikroorganizmow: Streptococcus sinensis, Laribacter hongkongensis, Clostridium

hathewayi i Borrelia spielmanii zostaly najlepiej poznane i scharakteryzowane [4].

* QOstanie dane z 2016 r sugeruja, ze stosunek komorek ludzkich do bakteryjnych
jest blizszy 1:1 [24].
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1.4.1 Projekt Poznania Ludzkiego Mikrobiomu

Rosngca liczba dowodow naukowych wskazywata, ze mikroby, dostarczaja
naszemu organizmowi wielu korzysci. Trudno bylo natomiast potwierdzi¢ t¢ hipoteze,
poniewaz do tej pory tylko kilka badan wigzato mikroorganizmy ze zmianami w zdrowiu.
Poglebiajaca si¢ ciekawos¢ badaczy przyczynita si¢ do rozpoczgcia kolejnego projektu,
realizowanego na szerokg skalg — Projektu Poznania Ludzkiego Mikrobiomu (HMP),
(ang. Human Microbiome Project), ktory stanowil eksperymentalne rozszerzenie HGP
[25]. Glownym celem HMP bylo doktadne poznanie i scharakteryzowanie ludzkiej
mikroflory od zdrowych osdb, z kilku r6znych miejsc ludzkiego ciata: z drog nosowych,
jamy ustnej, skory, przewodu pokarmowego i drég moczowo-ptciowych. Dodatkowo
badano réznorodno$¢ mikroorganizmow w zaleznosci od wieku, spozywanej diety, stanu
zdrowia [26]. Rezultaty zaplanowanych analiz miaty dostarczy¢ odpowiedzi
na wiele fundamentalnych, a zarazem nurtujacych pytan, m.in.: w jakim stopniu podobne
sa mikrobiomy o0s6b w obrebie rodziny 1 jak bardzo mikrobiom rd6zni
si¢ pomigdzy ludzmi pochodzacymi z r6znych srodowisk? Czy mozna zidentyfikowac
wspolny dla wszystkich ludzi rdzen mikrobiomu? Co wplywa na rdéznorodnosé
genetyczng mikrobiomu? Jak ta réznorodno$¢ przeklada si¢ na adaptacje
mikroorganizmow i gospodarza do stanu fizjologicznego lub patologicznego? [25].
Znaczna uwaga badaczy zostatla skoncentrowana na poznawaniu mikrobioty jelit
(mikrobiota oznacza zestaw mikroorganizméw obecnych w okreslonym $rodowisku
[22]), poniewaz dostrzegano w niej najwickszy potencjal badawczy, chociazby
ze wzgledu na ilo§¢ mikroorganizméw, ktére je zasiedlaja. Szacuje sie, bowiem,
ze w samej okreznicy dorostego cztowieka jest ich od 10-100 trylionow [27]. Zbadanie
tak zlozonego ekosystemu oraz znalezienie powigzan pomiedzy mikrobiota,
a gospodarzem nie byto latwym zadaniem i cho¢ metagenomiczne sekwencjonowanie
pozwolilo na wglad w spoleczno$¢ mikroorganizméw zasiedlajacych jelita,
ich skatalogowanie 1 wyjasnienie niektorych szlakow, to w dalszym ciggu nie bylo

mozliwe uzyskanie odpowiedzi na niektdre pytania.

Przykladowe rezultaty badan prowadzonych w ramach HMP potwierdzity,
ze roznorodno$¢ mikrobiomu jest ogromna w poréwnaniu do zmienno$ci genomowe;j

cztowieka. Przyktadowo, ludzie w 99,9% sa identyczni pod wzgledem genomu
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gospodarza [1], ale gdy pordéwnamy te same osoby pod katem ich mikrobioty dtoni [28],
czy jelit [29], to beda si¢ r6zni¢ nawet od 80 do 90% [28]. Oszacowano, ze mikrobiota
jelitowa u zdrowych osobnikow sktada si¢ z okoto 1000 réznych gatunkow bakterii, ktore
w wiekszos$ci nalezg do dwoch znanych typow: Firmicutes i Bacteroidetes [30].
Na podstawie badan przeprowadzonych na grupie Amerykandéw, stwierdzono, ze osoby,
ktére nie przyjmowaly antybiotykow charakteryzowata stabilno$¢ flory bakteryjne;j.
Ponad 70% gatunkow bakterii nie ulegato istotnym zmianom jako$ciowym
i ilosciowym w ciggu roku, a u niektérych osob nawet w ciggu 5 lat [31]. Mimo,
1z przebadano mikrobiote jelitowa u 1070 os6b (stan na 2014 r.) nie udato si¢ znalez¢
wspoélnego dla wszystkich rdzenia, czyli gatunkow, ktore sg obecne u kazdej osoby [32].
Poczatkowo proponowanymi kandydatami do zbioru wspolnych gatunkoéw byty bakterie:
Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia intestinalis i Bacteroides uniformis.
Jednak, gdy rozszerzono badania o kraje rozwijajace si¢ 1 uwzgledniono szeroka game
wiekowa (od niemowlecia po osoby zaawansowane wickowo — do stu lat), pojecie rdzenia
w mikrobiocie jelitowej uleglo zatarciu [30]. W zwigzku z tym nalezato odpowiedzie¢
na pytanie, z czego wynika ta zmienno$¢? Jak mikrobiota zmienia si¢ wraz z wiekiem,
czy w okresie cigzy oraz jak czynniki zewng¢trzne w tym dieta wplywaja na zmiang

mikrobioty?

Aby moéc odpowiedzie¢ na te i1 inne pytania nalezalo rozpoczaé badania

od poczatku, to jest od kolonizacji jelit tuz po narodzinach cztowieka.

1.4.2 Kolonizacja i rozwo6j mikrobioty jelitowej

Najbardziej ztozonym ekosystemem bakteryjnym w ustroju cztowieka jak juz
wczesniej wspomniano jest mikrobiota przewodu pokarmowego, a przede wszystkim
jelit. Stanowi ona istotng cz¢$¢ organizmu, a jej oddzialywania na gospodarza zachodza
na wielu ptaszczyznach. Ksztattowanie mikrobioty jelitowej rozpoczyna
si¢ tuz po narodzinach. Mikrobiota przewodu pokarmowego niemowlecia urodzonego
droga naturalng kolonizowana jest poczatkowo przez bakterie przypominajace
mikrobiot¢ pochwy matki, przede wszystkim: Lactobacillus, Bifidobacterium
i/lub Prevotella. Natomiast, w przypadku dzieci urodzonych przez cesarskie ciecie,
przewod pokarmowy nabywa flor¢ charakterystyczng dla skéry matki 1 srodowiska

szpitalnego, gldwnie sg to: Staphylococcus, Propionibacterium i Corynebacterium [33].
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Odmienny sktad flory bakteryjnej u tych dzieci wigzany jest z czgstym wystepowaniem
biegunek, alergii i chor6b zapalnych przewodu pokarmowego [34]. Nie bez znaczenia dla
kolonizacji przewodu pokarmowego jest juz rowniez rodzaj podawanego dziecku mleka.
Karmienie piersig sprzyja nabywaniu Lactobacillus oraz Bifidobacterium,
a stosowanie sztucznych mieszanek powoduje dostarczenie Bacteroides, Enterobacter
oraz Clostridium [35]. W okresie pomigdzy pierwszym, a drugim rokiem zycia flora
przewodu pokarmowego jest podobna do tej, ktora charakteryzuje dorostego czlowieka
[33]. Podobienstwa w jej sktadzie obserwowane sg rowniez u blizniat jednojajowych,
co potwierdza udzial czynnikéw genetycznych w ksztattowaniu mikrobioty [36].
Poczawszy od tego czasu roznorodno$¢ filogenetyczna mikroorganizmow stale wzrasta
oraz podlega wielokrotnym zmianom w ciggu calego zycia. Wséréd czynnikow
predysponujacych do fluktuacji w obrebie mikrobioty wymienia si¢ najczesciej: wiek,
rodzaj diety, przewlekly stres, przyjmowanie lekdéw, stosowanie uzywek, przebyte
lub rozwijajgce si¢ choroby [37]. Badania porownawcze przeprowadzone na dorostych
osobach z r6znym stopniem pokrewienstwa wykazaty, ze w pordwnaniu do wczesniej
wymienionych czynnikow, genotyp gospodarza ma najwigkszy wplyw na sklad

mikrobioty jelitowej [38], [39], [40].

Sktad gatunkowy bakterii r6zni si¢ takze w zalezno$ci od odcinka przewodu
pokarmowego oraz dostgpnosci do tlenu. Przykltadowo, w zotadku ze wzgledu
na kwasne s$rodowisko wystepuja bakterie z rodzaju: Lactobacillus, Helicobacter
i Streptococcus. Z kolei w jelicie cienkim oprocz rodzaju Lactobacillus bytuja takze:
Bacteroides, Clostridium i Enterococcus. Natomiast najwicksze zroznicowanie
obserwowane jest w jelicie grubym. Szacowana ilo$é bakterii w 1g katu wynosi 102
[41]. W tym odcinku ze wzglgdu na znacznie mniejsza dostgpnos$¢ tlenu wigkszosé

mikrobioty jest beztlenowa i wzglednie beztlenowa [40], [42].

Mimo ciagtych zmian na poziomie gatunkowym, typy bakterii pozostaja
wzglednie state. Wsrod 55 typow, ktore do tej pory zostaly poznane 1 opisane, zaledwie
osiem zasiedla jelito czlowieka: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria i Spirochaeates [41].
Z wymienionej grupy, cztery pierwsze charakteryzujg si¢ wyrazng dominacja, ktéra moze

siega¢ nawet 90% wszystkich bakterii [40].
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1.4.3 Rola mikrobioty jelitowej

Genom mikrobioty jelitowej nazywany jest trzecim tuz po jadrowym
i mitochondrialnym genomem cztowieka i zawiera geny, ktore odpowiedzialne
sg za utrzymanie homeostazy organizmu gospodarza [43]. Bakterie jelitowe spetniajg
wazne funkcje troficzne, ochronne i metaboliczne [37]. Funkcje troficzne wynikaja
z wplywu mikrobéw na proliferacj¢ i réoznicowanie enterocytow oraz kolonocytow.
Zaobserwowano, ze niektore obszary jelita, liczniej zasiedlane przez bakterie,
charakteryzuja si¢ wydluzonymi kosmkami jelitowymi o wigkszych rozmiarach,
w poréwnaniu z enterocytami, ktoére pokrywa znacznie mniejsza liczba bakterii [44].
Funkcja ochronna polega na zapobieganiu kolonizacji przez patogenne bakterie, takie jak:
Escherichia coli, Clostridia, Salmonella i Shigella spp [40]. Mozliwe jest to dzigki
stymulacji wydzielania produktéw hamujacych adhezj¢ patogendéw oraz obnizaniu pH
tresci jelit, poprzez produkcje kwaséw organicznych. Funkcja metaboliczna zwigzana
Z procesami trawienia oraz przyswajania energii z pozywienia, szerzej zostata omowiona
w podrozdziale 1.9. (,,Aktualny stan wiedzy i proponowane mechanizmy mikrobioty
jelitowej w powstawaniu 1 rozwoju otytosci i cukrzycy typu 2”). Ponadto mikrobiota
jelitowa zaangazowana jest w regulacj¢ czynno$ci motorycznych jelit, synteze witamin
z grup B i K, niektorych aminokwasow, np. lizyny i treoniny [45] oraz utrzymanie
homeostazy uktadu immunologicznego poprzez regulacj¢ liczebnosci 1 stosunku

limfocytow Th1 do Th2 [36], [37] , [43].

Wiedza dotyczaca kolonizacji jelit, a nastgpnie fluktuacji w obrebie ,,dojrzatej”
mikrobioty pod wptywem réznych czynnikow oraz roli, jakg spelnia w naszym
organizmie pozwolila na lepsze zrozumienie ludzkiego mikrobiomu. Stanowi ponadto
solidne fundamenty dla kolejnych badan, majacych na celu sprawdzenie, w jaki sposob
zmiany w mikrobiomie sg powigzane z chorobami. Obecnie projektowane sa nowe
podejscia terapeutyczne do manipulacji sktadem mikrobiomu w celu leczenia réznych
schorzen. Przykladowo, zaobserowano, ze mikrobiota jelit pacjentow z nieswoistym
zapaleniem jelit IBD (ang. inflammatory bowel diseases) podlega znacznym zmianom
w czasie w porownaniu do zdrowych osob. Nagte fluktuacje w sktadzie mikrobioty
skorelowane byly z intensywniejszym leczeniem, spowodowanym zaostrzeniem

choroby. Jedynie okresowo mikroorganizmy jelitowe pacjentow z IBD, wykazuja
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podobienstwo do ,normalnej” flory, charakterystycznej dla tego odcinka. Wyniki
te moga w przysztosci postuzy¢ do wprowadzenia monitorowania mikrobioty jelitowej
i oceny skutecznosci stosowanych terapii [46]. Inne badania wykazaly, ze bakterie
jelitowe moga wywota¢ seps¢ u wczesniakow. Przebadano z zastosowaniem
sekwencjonowania prospektywnie probki kalu i krwi od zdrowych niemowlat
oraz od tych, u ktérych rozwineta si¢ sepsa. Wyniki badan z krwi u niemowlat z sepsa
potwierdzity obecno$¢ bakterii naturalnie wystepujacych w jelitach: Streptococcus
typu B, Escherichia coli i Serrratia marcescens. Te informacje z kolei powinny zwrdcic
uwage lekarzy, na konieczno$¢ wczesniejszego ustalenia ryzyka i zminimalizowania
go poprzez zastosowanie odpowiednich $rodkéw prewencyjnych [47]. Dowiedziono
roéwniez, ze zmiany w mikrobiocie jelitowej moga mie¢ bezposredni wplyw na rozwoj

raka jelita grubego [48].

Sukcesy HMP nadal zache¢caja kolejne zespoty badawcze do dalszej eksploracji
mikrobioty jelit, o czym $§wiadcza badania prowadzone w ramach projektow takich jak:
American Gut Project, British Gut Project, czy Metagenomics of the Human Intestinal

Tract.

Badania metagenomiczne to nie tylko poznawanie nowych gatunkow, ale przede
wszystkim mozliwo$¢ szukania 1 identyfikowania biomarkeréw, ktore moga
by¢ zaangazowane w kluczowe procesy zachodzace w danym s$rodowisku [12]. Tylko
taka metodologia pozwala ukierunkowac¢ prace na wyjasnienie roli konkretnej bakterii

lub grupy bakterii w przebiegu choroby.

W wyniku rosngcej dostepnosci urzadzen, sekwencjonowanie nie zostato
ograniczone jedynie do celow naukowych, ale jest obecnie na progu wdrazania
do klinicznych laboratoriéw mikrobiologicznych. Sekwencjonowanie 16S rRNA
jest szczegodlnie wazne w przypadku identyfikacji bakterii rzadkich, wolnorosnacych oraz
w przebiegu infekcji o ujemnych wynikach w hodowlach. Nie tylko moze zapewnié
wglad w etiologie¢ chorob zakaznych, ale takze pomoc klinicystom w wyborze
antybiotykdw 1 procedur kontroli zakazen. NGS charakteryzuje takze duzy potencjal
do zmiany sposobu diagnozowania choréb zakaznych, ktore sa jedng z gléwnych
przyczyn $miertelnosci na catym $wiecie [4]. Odpowiednio szybkie wykrycie czynnika
etiologicznego w tym przypadku ma kluczowe znaczenia dla wdrozenia odpowiedniego

leczenia i poprawy zdrowia pacjenta.
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W rozwoju badz przebiegu coraz to wigkszej liczby choréb wykazywany jest
zwigzek ze specyficznymi zmianami w skladzie ilo$ciowym i jako$ciowym flory
bakteryjnej. Szczegdlng role w patogenezie choréb takich nieswoiste stany zapalne jelit
[46], choroba Le$niowskiego - Crohna [49], cukrzyca typu 1, 2 [50], czy otytos¢ [51]

odgrywa wtasnie mikrobiota jelitowa.

1.5 Otylos¢

Otylos$¢ definiowana jest, jako zaburzenie homeostazy energetycznej, zwigzanej
z nadmiernym przyrostem masy ciata, spowodowanym nagromadzeniem tkanki
tluszczowej [52]. Uznawana jest za stan patologiczny, ktéry moze prowadzi¢
do uposledzenia wielu czynnos$ci zyciowych cztowieka, chorob uktadu krazenia, uktadu

oddechowego, niektorych nowotwordow ztosliwych, cukrzycy typu 2 [53].

Zaleznie od plci odmienne wartosci definiujg otytos¢. U mezczyzn jest
réwnoznaczna z nagromadzeniem tkanki thuszczowej w ilosci przekraczajacej o 25%

masg¢ ciata, a u kobiet 0 30% [54].

1.5.1 Wskazniki i metody sluzace do rozpoznania i okreslania
stopnia otylosci.

Zasady okre$lania prawidlowe] wagi lub stopnia otyto$ci opierajg si¢ przede
wszystkim na wskazniku masy ciata — BMI (ang. body mass index), nazywanym
tez wskaznikiem Queteleta [54]. Wskaznik BMI oblicza si¢ dzielac mase ciata wyrazong

w kilogramach przez wzrost wyrazony w metrach do kwadratu [55], [56].

masa ciata [k
BMI — [kg]

wzrost 2 [m? ]
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Przedzialty wartosci wskaznika BMI, pozwalajace na klasyfikacje otylosci wedhug
wytycznych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) zostaly przedstawione

w tabeli 1.

Tabela 1. Klasyfikacja otytosci w oparciu o0 BMI na podstawie wytycznych WHO.

Wartos¢ BMI [kg/m?| Klasyfikacja otylosci
<185 Niedowaga
18,56-24,9 Norma
25,0-29,9 nadwaga
30,0-34,9 otytos¢ I°
35,0-39,9 otytos¢ II°
>40,0 otyto$¢ II1° (olbrzymia)

Mimo iz wskaznik BMI jest najpowszechniejsza metoda okreslania stopnia
otylosci, to na jego podstawie nie jesteSmy w stanie okresli¢ ilosci tkanki ttuszczowej,
poniewaz w warto§ci wyrazajacej mas¢ ciata nalezy rowniez wziag¢ pod uwage mase
miesni, kosci oraz wody [57]. Ponadto BMI nie uwzglednia rdznic zwigzanych z plcia.
Z tego powodu stosowany jest tez dodatkowo inny wskaznik antropometryczny,
tzw. wskaznik talia — biodro, okreslany skrotem - WHR (ang. waist-hip-ratio). Stuzy
on do rozpoznania otytosci centralnej, czyli nadmiernego nagromadzenia tkanki
thuszczowej w okolicy brzusznej [54]. Wskaznik WHR oznacza si¢ wedlug ponizszego

Wzoru:

obwéd talii [cm]

HR =
w obwéd bioder [cm]

Wartosct WHR > 0,85 u kobiet 1 >1,0 u me¢zczyzn $wiadcza o wystepowaniu
otylosci centralnej [56].

W badaniach specjalistycznych poza wyzej wymienionymi wskaznikami coraz
czgdciej stosuje si¢ nieinwazyjng metod¢ oparta o ocen¢ skladu ciala przy uzyciu

bioimpedancji, ktéra rozwazana jest w kontekScie podstawowego narzedzia
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w diagnozowaniu otytosci. Polega ona na pomiarze oporu elektrycznego tkanek, przez
ktore przepuszcza si¢ prad elektryczny o niewielkim nat¢zeniu. Tkanka mig$niowa, kosci
oraz struktury zawierajace znaczng ilo§¢ wody przewodza prad elektryczny znacznie
szybciej niz tkanka tluszczowa. Dzigki obliczeniu roéznic w przewodnictwie mozna
oznaczy¢ m.in. catkowitg ilos¢ wody w organizmie, mas¢ tkanki ttuszczowej, masg ciata
pozbawiong thuszczu, czy masg koSci [58]. Pozostale metody, ktore pozwalajg na pomiar
tkanki tluszczowej to: tomografia komputerowa, magnetyczny rezonans jadrowy [56]
i rentgenowska absorpcjometria podwojnej energii — DXA (ang. dual energy X-ray
absorptiometry) [54].

1.5.2 Etiopatogeneza otylosci

Zgodnie ze wspotczesnym stanem wiedzy otylo$¢ jest ztozong choroba, bedaca
wynikiem interakcji czynnikoOw genetycznych, metabolicznych, i/lub $rodowiskowych.
W obrgbie tych ostatnich mozna wyr6zni¢ czynniki behawioralne, socjalne i kulturowe
[54], [59], [60], [61]. Ogodlna klasyfikacja, uwzgledniajaca etiologi¢ oparta jest
na podziale otylosci na: otyto$¢ pierwotng i wtorng [62]. Otylo$é¢ pierwotna, inaczej
prosta lub pokarmowa rozpoznawana jest u ponad 90% pacjentdow z otytoscia.
Spowodowana jest dlugotrwatlym dodatnim bilansem energetycznym, wywolanym
nadmierng podaza pokarmu, w stosunku do wydatkowanej energii, ktora magazynowana
jest w tkance tluszczowej. Z kolei otylo§¢ wtorna wystgpuje u niewielkiego odsetka
pacjentow i jest wynikiem zaburzen genetycznych (zespdt Lawrence-Moon-Biedla,
zespot Willi-Pradera), hormonalnych (niedoczynno$¢ tarczycy, niedobdr hormonu
wzrostu, choroba i zespdt Cushinga, zesp6t policystycznych jajnikéw), uszkodzen OUN
(guzy, stany zapalne, zabiegi chirurgiczne podwzgorza) lub przyjmowanych lekéw
(glikokortykosteroidy, estrogeny, progesteron, niektore leki przeciwdepresyjne) [56],
[63].

Za podstawowa przyczyn¢ rozwoju otyloSci pierwotnej uwaza si¢ wplyw
czynnikow Srodowiskowych, ktore spowodowatly zmiane nawykow zywieniowych,
m.in. zwigkszenie konsumpcji thuszczéw, cukréw oraz zywnosci wysoko przetworzonej
o dlugim terminie przydatnos$ci. Wraz z rozwojem urbanizacji, technologii 1 §rodkow
transportu doszlo takze do istotnego ograniczenia aktywnos$ci fizycznej i zmian

w funkcjonowaniu rodziny [54]. Te niezdrowe nawyki doprowadzaja w konsekwencji
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u znacznej czesci populacji do przekroczenia zapotrzebowania energetycznego.
Dodatkowo efekt ten moze by¢ potegowany przez czesty lub ciagly stres, ktory nierzadko
przeksztalca si¢ w zaburzenia emocjonalne obejmujace: uzaleznienie od jedzenia,

zespot nocnego lub kompulsywnego jedzenia [64].

Rownie wazng role odgrywajg czynniki genetyczne, ktore stanowig od 25 - 40%
przypadkéw otytosci [65]. Szacuje sig, ze liczba gendw, majaca wplyw na jej rozwoj
przekracza 600. Podloze genetyczne otylosci najczgsciej uwarunkowane
jest wielogenowo (efekt wspotdziatania gendéw z czynnikami $rodowiska) i dotyczy
polimorfizméw licznych genow, ktére powoduja subtelng, ale istotng zmiang funkcji
bialek [66]. Uwarunkowania jednogenowe wystepuja rzadko i sg wynikiem mutacji
w obrebie pojedynczych genow, ktérych produkty uczestnicza w regulacji apetytu,
np. mutacje genu leptyny (gen ob), receptora typu 4 melanokortyny (MCA4R)
oraz proopiomelanokortyny (POMC). Do tej pory opisano ok 200 przypadkow

monogenowej otylo$ci, dziedziczonej zgodnie z prawami Mendla.

Otylos¢ moze takze by¢ elementem sktadowym kompleksu rzadkich zaburzen
genetycznych, takich jak: Prader-Willi, Cohen, Alstrom oraz Bardet-Biedl. Zespoty
te charakteryzuja si¢ dodatkowo wadami rozwojowymi, cechami dysmorficznymi

i uposledzeniem umystowym [66].

Niektore doniesienia sugerujg takze zwigzek adenowirusow: Ad-36 i SMAM-1
z rozwojem otylosci [67], [68], [69]. Cho¢ w czeSci $rodowisk naukowych temat
ten jest nadal kontrowersyjny, istnieje wiele prac badawczych przeprowadzonych
na zwierzetach, a nastgpnie na ludziach, ktore potwierdzajg te hipotezg. Przyktadowo,
zaobserwowano, ze u osoOb, ktore przebyly infekcj¢ wywolang przez adenowirusa
wystepuje otyto§¢ brzuszna oraz niski poziom cholesterolu 1 trojglicerydow
w surowicy [67]. Thumaczone to jest aktywacja przez Ad-36 enzymow oraz kofaktorow
odpowiedzialnych za gromadzenie tluszczu. Wirus wychwytuje czasteczki thuszczu
z krwi, przyczyniajac si¢ do spadku cholesterolu 1 trojglicerydow. Ponadto glukoze
we krwi oraz komorki macierzyste tkanki ttuszczowej do przeksztatcenia w adipocyty
[68]. Sklonnos¢ pacjentow po przebytej infekcji do rozwoju otylosci thumaczona
jest takze mozliwym uszkodzeniem jadra brzuszno-przysrodkowego oraz

przykomorowego podwzgorza, co prowadzi do pobudzenia zwiekszonego apetytu [69].
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1.5.3 Powiklania otyloSci.

Ryzyko rozwoju powiklan otytosci u roznych pacjentéw zalezy od ilosci nadmiaru
tkanki thuszczowej, jej rozmieszczenia oraz czasu trwania choroby. Innymi czynnikami
majgcymi wplyw na wystgpienie powiklan to: wiek, pte¢, pochodzenie etniczne
i warunki socjalne. Skutki zdrowotne obejmuja zaréwno zwigkszone ryzyko
przedwczesnej $mierci, jak i powazne przewlekte choroby, ktore obnizaja ogdlng jakosé

zycia. Niektore z nich przedstawiono ponize;j:

e Zaburzenia sercowo — naczyniowe (choroba niedokrwienna serca, udar,

niewydolnos¢ krazenia, nadci$nienie tetnicze, zakrzepica zylna)

e Choroby ukladu oddechowego (astma, niedotlenienie, zespdt bezdechu
sennego)

e Nowotwory (przetyku, jelita cienkiego, okreznicy, odbytnicy, watroby,
biataczka, choniak), u kobiet: nowotwory endometrium, szyjki macicy, jajnika,
piersi.

e Zaburzenia metaboliczne (dyslipidemia, hipercholesterolemia, zespot

metaboliczny, cukrzyca) [70].

1.6 Cukrzyca typu 2

Jednym z najczestszych powiktan otylosci jest cukrzyca typu 2. Choroba
ta charakteryzuje si¢ hiperglikemig wynikajaca z defektu wydzielania i/lub dziatania
insuliny. Niezdiagnozowana lub Zle kontrolowana jest przyczyng wielu powiktan, ktore
moga doprowadzi¢ do uszkodzenia, zaburzenia czynnosci i niewydolnosci réznych
narzadow, zwlaszcza narzadu wzroku, nerek, nerwow, serca i naczyn krwionosnych [71].
Cukrzyca typu 2, dotyczy gltownie osob dorostych oraz w podesztym wieku
I stanowi ok 80 - 90% przypadkow cukrzycy. Niepokojacy jest fakt, ze coraz czesciej

odnotowuje si¢ rowniez przypadki zachorowan wsrod dzieci 1 mtodziezy [72].
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1.6.1 Etiopatogeneza cukrzycy typu 2

Gloéwng rol¢ w rozwoju cukrzycy typu 2 odgrywajg zaburzenia wydzielania
insuliny 1 insulinooporno$¢ oraz wspoldziatanie czynnikow  genetycznych
i srodowiskowych. Gwaltowny wzrost przypadkow z cukrzyca typu 2 thumaczony jest
wptywem czynnikéw srodowiskowych: przede wszystkim diety oraz matej aktywnosci
fizycznej. Otylo$¢ brzuszna stanowi najistotniejszy czynnik ryzyka, ktory wzrasta wraz
ze zwigkszeniem BMI i WHR. W nastepstwie rozwija si¢ insulinoopornosé,
poprzedzajaca niedobdr insuliny nawet na kilka lat. Definiowana jest, jako stan, w ktorym
dochodzi do zmniejszenia wrazliwosci na insuling, co 2z kolei probuje
by¢ kompensowane, przez komorki f wysp trzustkowych, wydzielajace zwigkszone
ilosci tego hormonu. Poglebiajaca si¢ insulinooporno$¢ prowadzi do progresji zaburzen
w funkcjonowaniu komodrek P, ktore wyczerpuja rezerwy wydzielnicze insuliny,

a to skutkuje narastaniem hiperglikemii [71], [73].

Zaburzenia produkcji i/lub sekrecji insuliny polegajace na opdznionym i dtuzszym
wydzielaniu majg zazwyczaj podloze genetyczne. Rola czynnikéw genetycznych
Ww znacznej mierze uwarunkowana jest wielogenowo 1 wigze si¢ z polimorfizmami, ktore
zmieniajga ekspresje lub sekwencje aminokwasowa biatek. Chociaz do tej pory
przebadano setki genoéw, ktore potencjalnie moga mie¢ znaczenie w rozwoju cukrzycy
typu 2, to potwierdzony zwigzek opisano zaledwie w kilku przypadkach, m.in. gen
dla kalpainy 10, czy geny PPARy i KCNJ11 [74]. Z kolei formy monogenowe obejmuja
niewielki odsetek przypadkow i1 sg spowodowane rzadkimi mutacjami, zmieniajgcymi
funkcje biatka, kodowanego przez wadliwy gen, np. mutacje w genie receptora insuliny.
Obraz kliniczny wywolany formami monogenowymi charakteryzuje si¢ znacznym
upos$ledzeniem wydzielania insuliny lub wysokim stopniem insulinoopornos$ci, ktorym
mogg towarzyszy¢ objawy pozatrzustkowe [73]. Przyklady choréb spowodowanych
formami monogenowymi obejmuja: syndrom Rabsona-Mendehalla, zesp6t

insulinoopornosci typu A, zespot Donohue (krasnoludkowatos¢) [74].
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1.6.2 Powiklania cukrzycy

Powiktania cukrzycy mozna podzieli¢ na ostre oraz przewlekte. Wsrdd ostrych

powiktan u pacjentdéw mogg wystepowac:

- kwasica 1 $§pigczka ketonowa

- zespot hiperglikemiczno - hiperosmolarny
- kwasica mleczanowa

-hipoglikemia polekowa

Przewlekle powiktania spowodowane sg najczesciej trudnosciami w osiggnieciu
kryteriow wyrdwnania cukrzycy, co moze doprowadzi¢ do powstania powiklan
mikroangiopatycznych (powiktania oczne, nerkowe, neuropatie)

i makroangiopatycznych (zwigzane gléwnie z rozwojem miazdzycy) [75].

1.7 Epidemiologia cukrzycy typu 2 i otylo$ci.

Liczba chorych z otyto$cia i1 z cukrzyca typu 2 ro$nie nieustannie w alarmujacym
tempie, zarowno w krajach uprzemystowionych, jak i rozwijajacych sie. Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) uznala cukrzyce 1 otyto$¢, za pierwsze niezakazne
epidemie. Wedlug ustalen WHO z dnia 07.04.2016 roku, ponad 422 miliony ludzi
na $wiecie cierpi z powodu cukrzycy, a co 10 osoba jest otyta [72]. W porownaniu
do roku 1980 jest to czterokrotny wzrost, wowczas liczba diabetykéw wynosita 108 min.
Obecne wskazniki amputacji stopy cukrzycowej, ktéra jest jednym z powiktan
niekontrolowanej cukrzycy, sa od 10 do 20 razy wigksze niz w poprzednich latach,

a liczba zgonow w wyniku tych chorob w 2012 roku osiagneta 5 min [76].

Badania epidemiologiczne przeprowadzone w Polsce, podczas Wieloosrodkowego
Ogdlnopolskiego Badania Stanu Zdrowia Ludno$ci na przestrzeni lat 2003-2005
oraz 2013-2014 réwniez nie napawaja optymizmem. Wykazano, ze w grupie wiekowej
20 - 74 lata stale wzrasta liczba Polakow z nadwaga i otyloscig. Odsetek mezczyzn
z nadwaga wzrost z 40,2% do 43,1%, a z otytoscig od 20,0% do 24,2%. Z kolei nadwaga
u kobiet wzrosta z 27,7% do 29,5%, a otylos¢ z 22,3% do 23,4% [77].
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W przypadku cukrzycy typu 2, zachorowalno$¢ w Polsce wynosi 1,6-1,7%. W 2013 roku
problem ten dotyczyt 3 mIn Polakow, z czego wedtug danych szacunkowych u 1/3 z nich
choroba ta nie byla zdiagnozowana [78]. Niepokojacy jest takze fakt, ze problem
cukrzycy 1 otytosci coraz czesciej dotyczy dzieci 1 mtodziezy. Mimo znacznego postepu
medycyny w dalszym ciggu nie znaleziono skutecznego srodka walki z tymi chorobami,
a prognozy na kolejne lata przewiduja, ze do 2040 roku na $wiecie liczba 0sob

z cukrzycg przekroczy 642 miliony [79].

1.8 Poczatki badan mikrobiologicznych w otylosci i cukrzycy typu 2

Pierwsze doswiadczenia dotyczace wpltywu mikroorganizméw na patogeneze
otytosci zostaly przeprowadzone na mysim modelu. Polegaly one na transferze
mikrobioty tylnego odcinka jelit myszy o prawidtowej wadze do jelit myszy hodowanych
w sterylnych warunkach - GF (ang. germ-free). Po okresie 14 dni, u myszy GF
z przeszczepiong flora zaobserwowano wzrost zawarto$ci tluszczu o 60%
w stosunku do pierwotnych pomiaréw oraz rozwdj insulionoopornosci. Badania
te wykazaly, ze obecnos¢ mikrobioty sprzyja wchtanianiu cukréw w jelicie oraz indukuje

lipogeneze w watrobie [80].

Kolejne eksperymenty polegaty na wprowadzeniu myszom o wiasciwej wadze
wysokottuszczowej 1 bogatej w cukier diety, co skutkowato zmianami w mikrobiocie
jelitowej nawet w przeciaggu jednego dnia. Zaobserwowano wowczas drastyczng redukcje
bakterii nalezagcych do typu Bacteroidetes, si¢gajaca nawet 50% pierwotnej ilosci

oraz proporcjonalny wzrost bakterii typu Firmicutes [81].

W dalszej serii do$wiadczen drobnoustroje zasiedlajace okrgznice myszy
z otyloscig (ob./ob.) oraz myszy szczuptych przeniesiono do jelit szczuptych myszy
»germ-free”. Po okresie 2 tygodni od kolonizacji bakteriami pochodzacymi od myszy
ob./ob. uzyskano znacznie wyzszy przyrost masy ciata, przy niezmienionej ilo$ci
pokarmu 1 stalej ilo$ci traconej energii. Dodatkowo u tych zwierzat wystapity:
insulinooporno$é, wzrost st¢zenia leptyny i glukozy we krwi. Natomiast kolonizacja
bakteriami pochodzacymi od szczuplych myszy, nie wptyneta na istotne statystycznie

zmiany przyrostu masy ciata [80].
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Powyzsze badania sugerowaty ewidentny udzial mikrobioty jelitowe] w rozwoju
otytosci i w efekcie cukrzycy typu 2. Przetomowe eksperymenty przeprowadzone
na zwierzetach, utorowaly droge do trwajacych obecnie intensywnych badan
nad wplywem mikroflory przewodu pokarmowego na patogenez¢ powyzszych chorob

u ludzi.

1.9 Aktualny stan wiedzy i proponowane mechanizmy mikrobioty jelitowej

w powstawaniu i rozwoju otylosci i cukrzycy typu 2.

Podstawa rozpoczecia badan majacych na celu wyjasnienie mechanizmu rozwoju
otytosci i cukrzycy typu 2, bylo sprawdzenie, czy zaobserwowane na mysim modelu,
istotne rdéznice dotyczace ilosci typow Bacteroides 1 Firmicutes, wystgpuja réwniez
u ludzi. W zwigzku z tym konieczne bylo przeprowadzenie podobnych badan
z udziatem osob szczuptych oraz otylych. W jednym z nich wiaczono osoby otylte, ktore
losowo przydzielono do jednej z dwoch grup. Uczestnikom grupy pierwszej
wprowadzono diete o obnizonej zawarto$ci tluszczu, a w drugiej grupie: diete
0 obnizonej zawartosci weglowodandéw. Poza otylymi osobami w badaniach braty udziat
réwniez osoby szczupte, ktore stanowity grupe kontrolng. Sktad mikrobioty jelitowe;,
pochodzacej z probek katu badanych byt monitorowany przez okres 1 roku. Przed
zastosowaniem diety wszystkie osoby otyle mialy istotnie mniejszg ilo$¢ bakterii
typu Bacteroides 1 wigkszg ilo$¢ bakterii Firmicutes w stosunku do oséb szczuptych.
Natomiast po trwajacej rok diecie zarowno w pierwszej jak 1 drugiej grupie doszto
do wzrostu ilosci bakterii Bacteroides i spadku Firmicutes. Badania te nie tylko
potwierdzity wyniki uzyskane na mysim modelu, ale takze dowiodly, Ze wzrost
liczebnosci Bacteroides jest skorelowany z utratg masy, a nie kalorycznoscig diety [82].
Podobne prace, oceniajace stosunek ilosciowy Firmicutes do Bacteroidetes
przeprowadzilo jeszcze kilka zespotow badawczych [83], [84].

Na podstawie wielu dtugoletnich 1 wnikliwych badan wykazano zwigzek sktadu
mikroflory z dietg, a takze zaproponowano kilka mechanizméw wyjasniajacych wplyw
roznic w mikrobiocie jelitowej, ktére moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju otylosci
i cukrzycy typu 2 w organizmie gospodarza.

W og6élnym zarysie mechanizmy te oparte sa o szlaki metaboliczne, ktore

na pewnych etapach pod wplywem zmian ilo$ciowych i/lub jakosciowych w mikrobiocie
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jelitowej, ulegajg aktywacji lub inhibicji, doprowadzajac do zaburzenia homeostazy
organizmu gospodarza. Cho¢ jak wczesniej wspomniano istnieje kilka propozycji
mechanizmoéw, ktore na pozér moga dotyczy¢ roznych zwiazkow i receptorow, to jednak
wiekszos$¢ z nich stanowi zaledwie odgatezienie od gldéwnego szlaku metabolicznego,
ktory sprowadza si¢ najczesciej do dwoch czastek: SCFA 1 LPS.

Na podstawie badan dotyczacych stosunku ilosciowego Firmicutes i Bacteroidetes
u 0s0b otytych, rozpoczeto doktadng analize gatunkow bakterii nalezacych do tych grup.
Wykazano, ze Bacteroidetes, czyli gram ujemne paleczki u pacjentow z otylosciag
powoduja uwalnianie lipopolisacharydu LPS - endotoksyny, bedacej sktadnikiem blony
zewngtrznej tych bakterii [82].

Rozwojowi otylosci i cukrzycy typu 2 towarzyszy zazwyczaj ogdlnoustrojowy
lub ograniczony wytacznie do tkanki thuszczowej stan zapalny. Dyshioza organizmu
poprzedzajaca ten proces wigzana jest wiasnie z czastkami liposacharydu. Rola LPS
polega na indukcji oraz nasileniu produkcji prozapalnych cytokin, a to z kolei
doprowadza do ostabienia szczelnoéci $ciany jelita [45]. W rezultacie antygeny
bakteryjne przenikaja do krwiobiegu 1 narzadoéw zapoczatkowujac subkliniczny stan
zapalny. Wraz ze wzrostem ilo$ci krazacego w organizmie LPS, wzrasta takze stezenie
trojglicerydow 1 glukozy. Efekty te przyczyniaja si¢ do rozwoju otylosci oraz opornosci
na insuling, co w pdzniejszym okresie prowadzi do rozwoju cukrzycy typu 2 [43].
Cho¢ mechanizm indukcji stanu zapalnego przez LPS zostal odkryty i opisany
na modelu zwierzgcym, to uzyskane wyniki potwierdzono réwniez w badaniach
zudziatem ludzi [44]. Wykazano, Ze u pacjentow z cukrzyca typu 2 wystepowat znacznie
wyzszy poziom LPS niz w grupie kontrolnej. Ponadto terapia polimyksyng B —
antybiotykiem, skierowanym przeciwko bakteriom Gram ujemnym, przyczynila
si¢ do obnizenia stezenia liposacharydu [85].

Kolejny z mechanizméw odnosi si¢ do jednej z podstawowych rél mikrobioty
jelitowej, jaka jest rozklad weglowodanéw do krotkotancuchowych kwasow
thuszczowych SCFA (ang. short chain fatty acid) [43], glownie kwasu octowego
oraz w mniejszej iloSci propionowego i butanowego (mastowego) [82]. Szacuje
si¢, ze w trakcie tego procesu pozyskiwana jest energia, stanowigca do 10% dziennego
zapotrzebowania [86]. Udowodniono, ze w stanie homeostazy organizmu SCFA
wpltywaja na stymulacje wzrostu, roznicowanie, regeneracje i uszczelnianie nabtonka
jelitowego, a takze utrzymanie wlasciwego pH jelit [36], [37]. Ponadto kwas propionowy

moze zapoczatkowac glukoneogeneze w jelitach, chronigc przed rozwojem otytosci [87].
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Problem pojawia sie, gdy przewleklte gromadzenie nadmiaru energii doprowadza
do stymulacji lipogenezy w tkance ttuszczowej [88] i glukoneogenezy w watrobie.
W wielu pracach na podstawie analizowanych probek katu podkreslany jest zwigzek
SCFA z fenotypem otylo$ci zarowno w badaniach na zwierzetach jak i na ludziach [89],
[90]. Krotkotancuchowe kwasy tluszczowe sg aktywatorem receptora GPR41, ktory
wigze biatko G41, co wptywa stymulujaco na wydzielanie peptydu YY (ang. peptide Y,
PYY), odpowiedzialnego za spowolnienie pasazu jelitowego i w konsekwencji prowadzi
do zwigkszonego wchtaniania sktadnikow odzywczych i pozyskiwania energii [37], [82],
[45]. Zaobserwowano réwniez, ze nadmierna produkcja kwasu octowego, zwigksza
prawdopodobienstwo rozwoju otytosci, poprzez indukcj¢ wydzielania greliny, hormonu
pobudzajacego apetyt [91]. Zarowno kwas octowy, propionowy jak i mastowy spetniajg
role ligandow dla wspomnianego wczesniej receptora GPR41 oraz GPR43. Wedlug
przeprowadzonych na mysim modelu badan receptory te stanowig molekularny regulator
rownowagi energetycznej w oddziatywaniach z produktami przemian metabolicznych
mikrobioty jelitowej. Myszy, ktore nie posiadaly receptoréw GPR41 i GPR43
wykazywaty szczupty fenotyp w poroéwnaniu do ich dzikich odpowiednikow [44].

W zwiazku z tym, Ze zwigkszona produkcja SCFA zwigzana jest z wieloma
czynnikami, (m.in.: dostgpnoscig substratu, tranzytem jelitowym, zdolnoscig wchlaniania
przez blon¢ §luzowa oraz obecnos$cig specyficznych grup bakterii), nie ma pewnosci,
czy otylos¢ jest gldwnie efektem ilosci przyjmowanych weglowodanow, czy obecno$cia
konkretnej populacji mikroflory, powigzanej ze zwigkszeniem produkcji, absorbcja

I magazynowaniem SCFA [82].

Inny mechanizm, w ktérym mikrobiota jelitowa wywiera wptyw na gospodarke
lipidowa gospodarza zwigzany jest z hamowaniem aktywno$ci kinazy proteinowe;j
aktywowanej przez AMP (ang. adenosine monophosphate activated protein kinase,
AMPK). Prowadzi to do zablokowania szlaku metabolicznego, ktorego koncowym
etapem jest proces utleniania kwasow tluszczowych. W efekcie w mig$niach i w watrobie
zmniejsza si¢ oksydacja kwasow ttuszczowych, a takze dochodzi do ich magazynowania
w tkance ttuszczowej [44], [82].

Nadmierne odkladanie tluszczu moze by¢ takze spowodowane poprzez
zmniejszenie ekspresji czynnika tkankowego indukowanego glodzeniem — FIAF (ang.
fasting induced adipocyte factor). W naturalnych warunkach FIAF antagonizuje

aktywnos¢ lipazy lipoproteinowej LPL (ang. lipoprotein lipase). LPL odgrywa kluczowa
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role w hydrolizowaniu trojglicerydow 1 uwalnianiu kwasow tlhuszczowych, ktore
transportowane sg do adipocytéw. Z kolei w adipocytach, kwasy tluszczowe zanim
zostang zmagazynowane sg ponownie estryfikowane w trojglicerydy. W wyniku
ograniczone]j ekspresji FIAF, wzrasta aktywno$s¢ LPL prowadzac do rozrostu tkanki

thuszczowej [45].

1.10 Metody leczenia cukrzycy typu 2 i otylosci

Skuteczne leczenie cukrzycy typu 2 oraz otylo$ci wymaga potaczenia kilku metod:
leczenia farmakologicznego, dietetycznego wraz z wysitkiem fizycznym

oraz zastosowanie metod niefarmakologicznych [92].

Chirurgia metaboliczna jest obecnie najbardziej efektywna metoda leczenia
otylosci oraz chordb wspotistniejacych, przede wszystkim cukrzycy typu 2. Poprawia
jako$¢ zycia, a w przypadku otylosci olbrzymiej dlugofalowo zmniejsza ogdlna
$miertelnos¢ [93],[94]. Wykonanie zabiegu bariatrycznego powinno si¢ rozwazy¢
u kazdego otytego pacjenta, chorego na cukrzyce typu 2, ze wskaznikiem BMI >35 kg/m?.
Natomiast, gdy BMI u tych pacjentéw przekracza 40 kg/m?, zabieg bariatryczny jest

wrecz rekomendowany [95]. Szczegdlnym wskazaniem sg stabe efekty w terapii
farmakologicznej i behawioralnej. Poza wyzej wymienionymi czynnikami
o kwalifikacji do zabiegu decyduje réwniez wiek pacjenta. W zaleceniach klinicznych
dotyczacych postepowania u chorych na cukrzyce typu 2 [96] zakres wiekowy pacjentow
wynosi od 18 — 65 lat. W uzasadnionych przypadkach goérna granica wieku moze by¢
poszerzona do 70. roku zycia, jezeli ryzyko zwigzane z przeprowadzeniem zabiegu jest

mniejsze niz potencjalne korzysci, wynikajace z wykonania operacji [95].

Obecnie wykonywanych jest kilka rodzajow zabiegdw bariatrycznych (Ryc 4).
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pionowa plastyka zoladka (VBG)

4{ operacje restrykeyjne zalozenie regulowanej opaski
. na zoladek (AGB)

laparoskopowa rekawowa
resekcja zoladka (LSG)

laparoskopowe wylaczenie
operacje restrykcyjno L

- wylaczajace
wylaczenie zolciowo

-trzustkowe (BPD)

wylaczenie zélciowo

operacje wylaczajace — | - trzustkowe z przelaczeniem
dwunastnicy (BPD-DS)

Rycina 4. Rodzaje operacji bariatrycznych oraz przyktadowe metody.

Na zielono oznaczono te zabiegi, ktore obecnie sg najczgsciej stosowane w Polsce. W nawiasach podano

skroty metod pochodzace od ich angielskich nazw. Pelne nazwy zostaty rozwinigte w wykazie skrotow.

operacje restrykcyjne — oparte sg na zachowaniu cigglosci przewodu
pokarmowego poprzez zmniejszenie zotadka, co w konsekwencji prowadzi
do ograniczonego spozywania positkow. Wsrdd tych zabiegdw najczescie)
stosowana jest laparoskopowa rekawowa resekcja zoladka (ang. laparoscopic
gastric sleeve resection, LSG), ktora polega na usunieciu glownej czgsci
dna i1 korpusu zotadka, czyli ok 90% tego narzadu. Zabieg LSG nie doprowadza
do naruszenia ujscia podstawy zoladka, dzigki czemu zachowana jest jego
prawidtowa funkcja. Po zabiegu zoladek przypomina waski ,,rgkaw”, a ilos¢
spozywanego jednorazowo pokarmu nie przekracza 1/10 objetosci poprzednio
przyjmowanych positkow. Ponadto zmniejsza si¢ uczucie taknienia i sytosci,
wynikajace z usunigcia komorek zlokalizowanych w poddanej resekcji czesci
zotadka, ktore produkujg ,,hormon glodu” — greling [97].

operacje restrykcyjno - wylaczajace poza usunigciem cze$ci zotadka
umozliwiajg skrocenie pasazu tresci zotadkowej przez jelito cienkie. Najczesciej
wykonywang metoda w tego rodzaju zabiegach jest operacja laparoskopowego
wylaczenia zZoladkowego (ang. Laparoscopic Roux-en-Y Gastric Bypass,
LRYGB). Polega ona na podziale zotagdka na dwie cze$ci: mniejszg, stanowigca
zbiornik zoladkowy, do ktorego doszywane jest jelito cienkie oraz wigkszg -

fragment, wylaczony z pasazu pokarmu, ktorego funkcja ogranicza
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si¢ do produkcji sokow trawiennych. Po zbiegu pasaz odbywa si¢ skrocong droga,
tj z pominigciem znacznej czeSci zotadka, dwunastnicy i jelita cienkiego.
W efekcie proces trawienia i wchtaniania zachodzi znacznie szybciej [97].

e operacje wylaczajace — polegaja na ograniczeniu pojemnosci zotadka poprzez
jego przeszycie lub czg¢sciowe wycigcie. W efekcie znacznie zmniejsza si¢ pasaz
przez jelito cienkie oraz wchlanianie pozywienia. Operacje wylaczajace
sa rzadko stosowane, ze wzgledu na mozliwos¢ spowodowania zespolu

uposledzonego wchtaniania.

S¥

Rycina 5. Przyktadowe rodzaje operacji bariatrycznych.

(A) rekawowa resekcja zotadka, (B) operacja laparoskopowego wylaczenia zotagdkowego, (C) wylaczenie

zotadkowo-trzustkowe z przetaczeniem dwunastnicy.

Po zabiegach bariatrycznych, szczegélnie LSG i LRYGB nastgpuje istotna
1 dlugotrwata redukcja masy, wzrasta ilo$¢ receptoréw insulionowych, spada insulinemia
na czczo i dochodzi do poprawy tolerancji weglowodandw. Wyniki niektérych badan
sugeruja, ze zabiegi bariatryczne sg skuteczng metoda, poprawiajaca kontrole glikemii
u pacjentow z otyloscig i cukrzycg typu 2 [98], [99], [100] . Ponadto u wigkszosci
pacjentow poza utrata masy ciala obserwuje si¢ remisj¢ cukrzycy oraz powiklan
zwigzanych z otyloscia, np. nadcisnienia t¢tniczego [101], [102]. Kolejng zaleta zabiegow
bariatrycznych jest zmniejszenie ryzyka zgonu, a nawet wydtuzenie okresu zycia [103].
Cho¢ w takiej sytuacji zmienia si¢ istotnie jako$¢ zycia pacjenta, to musi on pamigtac
réwniez o nowych wymaganiach i ograniczeniach, gdyz przestrzeganie ustalonych zasad
po zabiegach bariatrycznych stanowi jedyng szans¢ na powro6t do zdrowia i normalnego,

aktywnego zycia.
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W dostepnej literaturze naukowej znaleziono réwniez dowody na to, ze pod
wplywem zabiegéw bariatrycznych zmienia si¢ takze sktad mikrobioty jelitowej
pacjentow [89], [104], [105]. Co ciekawe, zmiany te dotycza roéznych grup bakterii
w zaleznosci od zastosowanego zabiegu. Przykladowo w pracy Mediny i1 wsp.
po zastosowaniu zabiegu RYGB obserwowano wzrost liczebnosci bakterii typu
Bacteroidetes i Actinobacteria i spadek bakterii typu Firmicutes. Natomiast u pacjentow
po zabiegu SG wyniki byly odmienne: zmniejszyta si¢ liczebno§¢ Bacteroidetes,

a wzrosta liczebno$c typu Firmicutes i bakterii z rzedu Enterobacteriales [106].
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2 ZALOZENIA I CELE PRACY

W obliczu raportéw epidemiologicznych opisujacych skale zachorowan, powiktan
oraz umieralno$ci zwigzanej z otyloScia oraz z cukrzycag typu 2 Kkonieczne
jest multidyscyplirane podej$cie do doktadnego zbadania i poznania tych choréb.
Przytoczone we wstepie doniesienia naukowe podkres$laja m.in. rol¢ mikrobioty
w przebiegu otyltosci 1 cukrzycy typu 2. O ile sktad iloSciowy i jakosciowy mikrobioty
jelita grubego jest powszechnie badany i poznawany, to proksymalny odcinek — jelito
cienkie pozostaje nadal pomijane, a to wtasnie w tej czgsci przewodu pokarmowego

zachodza poczatkowe etapy wchtaniania.

Glownym celem rozprawy jest ocena jakoSciowa i ilo§ciowa (procentowa) struktury
taksonomicznej mikrobioty btony §luzowej dwunastnicy u pacjentdéw z otyloscig oraz

cukrzyca typu 2 i otyloscig, w odniesieniu do grupy oséb zdrowych.

W pracy wyznaczono rowniez szczegotowe cele badawcze, do ktorych nalezato:

1. Opracowanie oraz standaryzacja metody amplifikacji, stanowigcej kluczowy etap
w przygotowaniu badanych materiatow do sekwencjonowania nowej generacji.

2. Zaprojektowanie dodatkowej pary starterow zewngtrznych (ang. external
primers), w celu zwigkszenia czulosci i specyficznoséci amplifikacji.

3. Porownanie uzyskanych z sekwencjonowania danych jako$ciowych
oraz ilosciowych pomigdzy grupami badawczymi, a grupa kontrolng
na poziomach: typu, klasy, rz¢du, rodziny, rodzaju i gatunku.

4. Zestawienie danych z punktu 3-go z podstawowymi parametrami metabolizmu
glukozy 1 lipidow: glikemia, hemoglobing glikowang (HbAic), catkowitym
cholesterolem, frakcjami LDL, HDL, trojglicerydami, a takze markerem
aktywno$ci enzymu watrobowego (ALT), wiekiem oraz wspotczynnikiem masy

ciata (BMI).
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3 MATERIAL

3.1 Pacjenci — kryteria wlaczenia i wykluczenia.

Projekt badawczy w ramach, ktorego wykonano niniejszg prace uzyskat akceptacje
Komisji Bioetycznej

KBET/81/B/2010 - Zatacznik 1).

Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie (opinia nr:

Rekrutacja pacjentow miata miejsce w II Katedrze Chirurgii Ogolnej UJ CM.
Kazdy z uczestnikow przed wlaczeniem do odpowiedniej grupy zostal pisemnie
poinformowany o celu i przebiegu badania oraz o dobrowolnym charakterze
uczestnictwa. Podstawa zakwalifikowania pacjentow do grup badawczych bylo

spetnienie kryteriow wiaczenia, wymienionych w Tabeli 2.

Tabela 2. Kryteria wlgczenia pacjentéw do poszczegdlnych grup badawczych.

grupa
pacjenci z T2DM
i z otylo$cia

pacjenci z otylo$cia grupa kontrolna

kryteria

wiek 20 —-70 lat

brak chorob,

rozpoznanie

kliniczne rozpoznanie
cukrzycy *

kliniczne rozpoznanie
otylosci *

osoby zdrowe

dhugos$¢ trwania
choroby

co najmniej 2 lata

co najmniej 2 lata

dhugos$¢ doustnego
przyjmowania
lekéw

minimum 2 lata

BMI

> 35 kg/m??

> 35 kg/m?

18,5 - 24,9 kg/m?

*Rozpoznanie w oparciu 0 wytyczne Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego (PTD)

z 2016 1 [107] .
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Stwierdzenie obecnosci, cho¢ jednego z ponizszych kryteriow byto jednoznaczne

z wykluczeniem pacjentdéw z badania.

Kryteria wykluczenia:

- pacjenci ponizej 20 i powyzej 75 roku zycia

- leczenie antybiotykami w okresie 30 dni przed pobraniem bioptatu z dwunastnicy
- przyjmowanie preparatow probiotycznych

- potwierdzone zakazenia uktadu pokarmowego

- przewlekte stany zapalne jelit o nieznanej etiologii
- czynne choroby nowotworowe

- niedobory odpornosci

- uzaleznienie od alkoholu 1 narkotykow

- schorzenia wymagajace leczenia psychiatrycznego
- kobiety w cigzy

- pacjenci z cukrzycg LADA lub MODY

- brak zgody na wtaczenie do badania lub wycofanie jej w trakcie trwania projektu

3.1.1 Podzial na grupy badawcze

Na podstawie powyzszych kryteriow do udzialu w badaniach zakwalifikowano
facznie 86 pacjentow, ktorych podzielono na grupy:

1. Grupa badawcza (n = 39) obejmowata 17 pacjentow z otyto$cig oraz 22 osoby
z otylos$cia 1 cukrzyca typu 2.
Wszyscy pacjenci z grupy badawczej zostali ponadto poddani zabiegowi
bariatrycznemu — r¢kawowej resekcji zotadka.

2. Grupa kontrolna obejmowata 27 zdrowych pacjentéw, o prawidtowej masie
ciata, ktorzy zglaszali si¢ w latach 2011 - 2014 do II Katedry Chirurgii Ogdlne;j
UJ CM na badania kontrolne z powodu bolu brzucha o niezidentyfikowane;j

etiologii.
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3.2 Material biologiczny

Zarowno w przypadku grupy badanej, jak 1 kontrolnej, materiatem poddanym
badaniom byty bioptaty z czeSci zstgpujacej dwunastnicy, pobrane za pomocg
gastroskopu w II Katedrze Chirurgii Ogolnej CM UlJ. Po zabiegu material biologiczny
niezwlocznie przenoszono do jatowych probéwek typu Eppendorff o pojemnosci 1,5 ml,
a nastepnie zamrazano (-70 °C). Ponadto u pacjentow wykonywano podstawowe badania
profilaktyczne krwi obejmujace: poziom glikemii na czczo, odsetek hemoglobiny
glikowanej (HbA1c), calkowity cholesterol, frakcje LDL, HDL, trojglicerydy
oraz aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT).

Dane kliniczne pacjentéw wraz z informacjami o wieku, wskazniku BMI
oraz dlugosci trwania choroby nanoszono na specjalnie skonstruowany na potrzeby
badania formularz (Zalacznik 2).

Uzyskane materialty biologiczne w stanie glebokiego zamrozenia wraz
z formularzem i podpisang zgoda pacjentow na udzial w badaniu, dostarczano
do laboratorium Zaktadu Molekularnej Mikrobiologii Medycznej, mieszczacego
si¢ w Katedrze Mikrobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego. Dane
pacjentow, zgodnie z ustawg o ochronie danych osobowych, zostaly zakodowane.
Poczawszy od momentu otrzymania probowek z wycinkami dwunastniczymi, kazdemu
pacjentowi nadawany byt unikalny numer, ktorym poshugiwano si¢ we wszystkich

kolejnych etapach analizy.

Z przyczyn niezaleznych od badacza nie byla mozliwa realizacja pierwotnych
zatozen projektu obejmujacych ustalenie struktury mikrobioty:
- z probek katu pobranych przed zabiegiem bariatrii — gtdownie z powodu braku zgody
pacjentoOw na oddanie materiatu.
- z bioptatéw dwunastniczych oraz probek katu po uptywie 6 tygodni od zabiegu
bariatrycznego — pacjenci nie zglaszali si¢ na wizyte kontrolng po zabiegu
lub nie wykonywano im ponownej gastroskopii.
Nie uzyskano rowniez wiarygodnych informacji odnosnie przyjmowanych lekoéw

I stosowanej diety.
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4 METODY

4.1 lzolacja bakteryjnego DNA

Przed wykonaniem wilasciwej izolacji z bioptatow dwunastniczych,
przeprowadzono wstepng procedurg, oparta o lize enzymatyczng oraz mechaniczna,
opracowang przez Gosiewskiego i wsp. [108]. Zastosowanie tych etapow znacznie
wplywa na poprawe¢ czuto$ci i wydajnosci procesu izolacji. Procedure dostosowano
adekwatnie do panelu wykrywanych mikroorganizmow, pomijajac liz¢ chemiczno-
enzymatyczng i termiczng z wykorzystaniem NaOH, p-merkaptoetanolu (MrEt)
1 litykazy, ktére umozliwiajg ekstrakcje grzybow z materiatu klinicznego.

Kolejne etapy procedury zostaty przedstawione ponize;j:

1. Bioptaty dwunastnicze rozmrozono, a nastgpnie przeniesiono do jatowych
probowek typu Eppendorf (Axygen), zawierajacych okoto 1,5 g szklanych kulek
o $rednicy 700-1100 pm (Sigma).

2. Do kazdej probki dodano kolejno: 100 ul roztworu Tris-HCI (10 mM,
pH = 8,5), 20 pl lizozymu o stg¢zeniu 50 mg/ml oraz 10 pl lizostafiny o stezeniu
1,0 mg/ml.

3. Probki poddano homogenizacji w urzadzeniu FastPrep (FP120, MP Biomedical)
przy predkosci 4,0 m/s przez 30 sek.

4. Po homogenizacji probki delikatnie zwirowano (wirowka MPW 65R), w celu
usunigcia piany, a nastepnie inkubowano w termobloku (Eppendorf),
w temperaturze 37 °C przez 30 min.

5. Probki wirowano przy predkosci 12 000 RPM przez 10 min.

6. Nadsacz usuwano.

Dalej postepowano wedtug procedury producenta komercyjnego zestawu do izolacji

Genomic Mini (A&A Biotechnology):
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1. Do osadu dodano 200 pl roztworu lizujacego LT 1 20 ul Proteinazy K.

2. Calos¢ wymieszano i inkubowano w temperaturze 37 °C przez 20 min,
a nastepnie probki przeniesiono do 70 °C na 5 min.

3. Probki intensywnie mieszano na worteksie (BioSan) przez okoto 20 sek,
a nastgpnie wirowano przy predkosci 14 000 RPM przez 3 min.

4. Supernatant pobrano i naniesiono na minikolumny do oczyszczania genomowego

DNA.

Probki wirowano przy predkosci 14 000 RPM przez 1 min.

Do minikolumny dodano 500 pl roztworu ptuczacego Al.

Ponownie wirowano przy predkosci 14 000 RPM przez 1 min.

O N o O

Minikolumny przeniesiono do nowej probowki 2 ml (dotaczonej do zestawu)
1 dodano 400 pl roztworu ptuczacego Al.
9. Probki wirowano przy predkosci 14 000 RPM przez 2 min.
10. Osuszone minikolumny umieszczono w probowkach typu Eppendorf
o pojemnosci 1,5 ml.
11. Do zloza znajdujacego si¢ na dnie minikolumienek dodano 50 pl buforu
Tris-HCI, uprzednio ogrzanego do temperatury 75 °C.
12. Probki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 min, a nastgpnie wirowano
przy predkosci 14 000 RPM przez 1 min.
Minikolumny usuni¢to, a oczyszczone DNA znajdujace si¢ w probéwce przechowywano

w zamrazarce w temperaturze -20 °C do czasu dalszych analiz.

4.2 QOcena stezenia i czystosci izolatéw

Stezenie wyizolowanego DNA mierzono metoda spektrofotometryczng, przy
uzyciu urzadzenia Nano-Drop (Thermo Scientific). W tym celu wybrano w ustawieniach
aparatu opcj¢: kwasy nukleinowe, a nastgpnie: dsDNA. Na detektor - fotodiodg
krzemowa nakladano pipeta 3 ul czystej wody pozbawionej nukleaz (A&A
Biotechnology) w celu inicjalizacji pomiaru. Nastepnie w takiej samej objetosci
wykonywano pomiar proby $lepej (tta) - buforu Tris-HCI, w ktorym zawieszano izolaty.
Po przetarciu miejsca pomiarowego chusteczka do czyszczenia mikroskopow (Kimberly

- Clark) dokonywano wtasciwego pomiaru stezenia badanych probek. Kazdorazowo
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nakltadano takg samg objetos¢ probki — 3 pl i po odnotowaniu wynikow pomiaru,
doktadnie przecierano detektor. Stezenie DNA wyrazone byto w jednostkach ng/ul.
Urzadzenie NanoDrop pozwolilo dodatkowo na okreslenie stopnia czystosci
otrzymanego DNA, poprzez pomiar stosunku absorbancji przy dtugosci fali 260 nm
do fali o dtugosci 280 nm. Wartos$¢ stosunku A260/A280 mieszczaca si¢ W przedziale od

1,8 do 2,0 $wiadczyla o wysokim stopniu oczyszczenia produktu.

4.3 Przygotowanie biblioteki do sekwencjonowania

Wyizolowane z bioptatdow dwunastniczych bakteryjne DNA stanowito matryce
w lancuchowej reakcji polimerazy (PCR), pierwszego etapu przygotowania materiatu
do sekwencjonowania. W trakcie tego procesu powielano dwa hiperzmienne regiony
bakteryjnego 16S rRNA: V3 i V4, na podstawie, ktorych po sekwencjonowaniu okreslano

przynaleznos¢ bakterii do odpowiednich pozioméw taksonomicznych.

4.3.1 Metoda nested-PCR

Przedstawiony na rycinie 6 sktad mieszaniny reakcyjnej oraz program
amplifikacji zaczerpni¢to z protokotu producenta odczynnikow do sekwencjonowania -

16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (Illumina) [109].

Sklad mieszaniny reakcyjnej 1 2 3 4 5 6
objetos¢ koncowa |25 pl|
~
8
polimeraza KAPA 12,5l 95°C 95°C %
N~y
3 mi 72°C 0
starter F (1 pM) 5,0 pl i 30 sek — g 2C
35°C 30 sek :!l 5 min
starter R (1 pM) 5,0 ul —_ z
30 sek W
bakteryjne DNA 25 u
25 cykli

Rycina 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny reakcji PCR.

Zastosowanie powyzszych parametrow zaroOwno w zakresie przygotowania

mieszaniny reakcyjnej, jak 1 przebiegu amplifikacji nie pozwolilo na uzyskanie
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pozytywnego sygnatu po reakcji PCR, w postaci widocznego prazka na zelu
elektroforetycznym.

W zwigzku z tym zwigkszono ilo§¢ cykli amplifikacji, poczatkowo do 30,
nastepnie 35 1 ostatecznie do 40 cykli. Dalszy brak widocznych rezultatow spowodowat
koniecznos$¢ wdrozenia innego rozwigzania, ktoére zwiekszytoby czutos$¢ i jednoczesnie
specyficzno$¢ reakcji amplifikacji. Te dwa warunki mogly by¢ spelnione przy
zastosowaniu dwustopniowej reakcji PCR, nazywanej inaczej zagniezdzonym PCR (ang.
nested - PCR). Schemat reakcji nested-PCR przedstawiono na rycinie 7. Zanim uzyskano
pozytywne wyniki przy uzyciu tej metody, niezbedne bylo opracowanie
1 wystandaryzowanie warunkéw reakcji.

W pierwszym etapie uzyto zaprojektowane na potrzeby niniejszego badania
startery niespecyficzne, tzw. zewngtrzne, ktore umozliwiaja amplifikacje dluzszego
fragmentu DNA (sekwencje starterow przedstawiono w podrozdziale 4.3.2 Startery
do reakcji nested-PCR, w tabeli 3). Produkt tej reakcji stanowil matryce w kolejnej
amplifikacji.

W  drugim etapie miejsce przylaczenia  starterow  specyficznych,
tzw. wewnetrznych, umozliwiajacych powielenie regiondw V3 1 V4, zlokalizowane byto

wewnatrz matrycy — produktu otrzymanego z pierwszej reakcji amplifikacji.

L

LLLLL RN RN NN RN RN RN RN RN .
-~

I amplifikacja =R

g

-
M T T I T T T T T I TN T T T I T TN T T I T T
[ e e i

<G
II amplifikacja R

startery zewngtrzne

startery wewnetrzne

t

Rycina 7. Schemat mechanizmu reakcji nested —PCR.
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4.3.2 Startery do reakcji nested-PCR

Pare starterow zewnetrznych do reakcji nested-PCR zaprojektowano przy uzyciu

bazy danych NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), a oceng¢ specyficznos$ci sekwencji

wykonano w programie BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ponadto

przeprowadzono analiz¢ obejmujaca okreslenie: temperatury topnienia starterow,
zawartos$ci par CG (%) oraz weryfikacje samoistnego tworzenia dimerow. Do tego celu
zastosowano dostepny online kalkulator - Multiple Primer Analyzer:

(https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology

/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resourcelibrary/ thermo-scientific

-web-tools/multiple-primer-analyzer.html).

Sekwencje starterow wewnetrznych zostaty zaczerpniete z pracy Klindworth
[110]. Dodatkowo do tych sekwencji dolgczono zgodnie z protokotem procedury
do sekwencjonowania tzw. sekwencje adapterowe (ang. overhang adapters). Startery
wraz z sekwencjami adapterowymi zostaty zsyntetyzowane w firmie Genomed

w Warszawie i dostarczone do Katedry Mikrobiologii UICM w formie zliofilizowanej.

Tabela 3. Sekwencje starterow zewnetrznych, wewnetrznych oraz sekwencje adapterowe zastosowane

do reakcji nested-PCR.

Nazwa Sekwencja 5> 3 Tm[°C]  Zrédlo
Starter zewnetrzny F~ ACGGCCNNRACTCCTAC 52,4 °C *
Starter zewnegtrzny R~ TTACGGNNTGGACTACHV 45,1 °C *
Starter wewnetrzny F - CCTACGGGNGGCWGCAG 61,2 °C [110]
Starter wewnetrzny R - GACTACHVGGGTATCTAATCC 52,5°C [110]
Sekwencja overhang TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG - [109]
adapter F

Sekwencja overhang GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG - [109]

adapter R

* - startery zaprojektowane na potrzeby niniejszych badan.
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METODY
4.3.3 Standaryzacja metody nested - PCR.

W celu doboru odpowiednich warunkéw reakcji przeprowadzono optymalizacje
w zakresie dwoch parametrow: temperatury przylaczania starteréw oraz ilosci cykli
w procesie amplifikacji.

Mieszaninge reakcyjng do pierwszej i drugiej amplifikacji przygotowywano
na lodzie, w komorze laminarnej (Alpina). Kazdorazowo przed rozpoczgciem pracy
komora laminarna byla spryskiwana s$rodkiem do dekontaminacji DNA Remover
(Minerva BioLabs), a nastepnie poddawana dodatkowej dezynfekcji, promieniowaniem

UV przez 30 min.

Wyznaczenie optymalnej temperatury przylaczania starterow — gradient temperatury

dla | reakcji amplifikacji.

1. Parg starterow zewnetrznych rozcienczono do stezenia 10 uM.

2. Przygotowano mieszaning reakcyjng do pierwszej amplifikacji w objetosci
koncowej 10 ul na 1 probke. Skilad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono
na rycinie 8.

3. Do reakcji dofaczano kontrole ujemng — mieszaning reakcyjna, w ktorej
matrycowe DNA zostato zastgpione woda destylowana, pozbawiong DNaz
i RNaz (A&A Biotechnology).

4. Amplifikacj¢ z gradientem temperatury przylaczenia starterow prowadzono
w termocyklerze T100C (BioRad), (ryc.8). Ustawiono 40 cykli, w celu
zwigkszenia  prawdopodobienstwa uwidocznienia produktu na  Zelu
elektroforetycznym po drugiej amplifikacji, a tym samym mozliwosci dokonania

wyboru najbardziej optymalnej temperatury przytaczenia starteréw.
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Sklad mieszaniny reakcyjnej 1 2 3 4 5 6 A:53.0°C
objetos¢ koncowa [10 pl] ’ 5
~ B:522°C
]
woda 2,6 ul 95°C 95°C % C: 50,8 °C
polimeraza KAPA 5,0 ul 5 min 30 sek 72°C g 1°C D: 48,2 °C
53°C - .
starter zewn. F (10 pM) 0,2 pl 30 sek i 3 min E:45,1°C
40°C = . )
starter zewn. R (10 uM) 0,2 pl - N F: 42’6 C
« ek G:40.8°C
bakteryjne DNA 2,0 nl <
40 cykli H: 40,0 °C

Rycina 8. Skfad mieszaniny reakcyjnej, profil termiczny reakcji amplifikacji oraz rozktad gradientu

temperatur dla | amplifikacji.

Produkty z pierwszej amplifikacji w objetosci 1 ul kazdy wykorzystano, jako
matryce do drugiego etapu. Zastosowano proponowany w protokole Illumina sktad

mieszaniny reakcyjnej oraz program amplifikacji (ryc.9).

Sklad mieszaniny reakcyjnej 1 2 3 4 5 6
objetosé koncowa [25 pl]

-
3

woda 10,5 pl 95°C 05°C %

. 3 o =

polimeraza KAPA 12,5 ul 3 min 30 sek 72°C = 72°C
= s

starter wewn. F (10 pM) 0,5 pl 55°C 30 sek i 5 min
£

starter wewn. R (10 pM) 0,5 pl 30 sek 9

bakteryjne DNA 1,0 ul <

v a 25 cykli

Rycina 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny dla drugiej reakcji amplifikacji.

4.3.4 Rozdzial elektroforetyczny produktéw reakcji nested-PCR

W celu wyboru optymalnej temperatury przylaczania starterOw w pierwszej
amplifikacji produkty drugiej amplifikacji zostaty rozdzielone elektroforetycznie, w 1,5
% zelu agarozowym z dodatkiem 4 pl bromku etydyny (Sigma). Jako obcigzenie
zastosowano roztwor biekitu bromofenolowego, a za wzorzec cigzaru czasteczkowego
postuzyt Marker DNA (A&A Biotechnology). Elektroforeze prowadzono w 0,5x buforze
TBE (BioRad), przez 60 min przy napigciu 75 V. Produkty uwidoczniono w §wietle UV
z wykorzystaniem systemu dokumentacji zeli GelDoc 2000 (Bio-Rad).
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Wyznaczenie optymalnej ilo$ci cykli dla drugiej amplifikacii.

Po rozdziale -elektroforetycznym uzyskano wyniki w postaci delikatnie
swiecacego prazka. Z tego powodu powtorzono drugg amplifikacje w trzech wariantach,

zwigkszajac 1los¢ cykli do 30, 35 1 40.

4.3.5 Wilasciwe parametry reakcji nested — PCR

Po rozdziale -elektroforetycznym, zaobserwowano silnie $wigcace prazki
dla probek, amplifikowanych zaréwno w 30, 35, jak 1 40 cyklach. Do wlasciwej czesci
badan wybrano wariant z 30 cyklami, poniewaz przy 35 i 40 cyklu, dodatkowo
zauwazalne byly prazki dla kontroli ujemnej. Za optymalng temperatur¢ przylaczania
starterow dla pierwszej reakcji amplifikacji wybrano 48 °C. Wilasciwe parametry

dla I oraz II reakcji amplifikacji, przedstawiono na schematach ponizej (ryc. 101 11).

Sklad mieszaniny reakcyjnej 1 2 3 4 5 6
objetos¢ konicowa [10 pl]

5
N

woda 2,6 nl 05°C 95°C %

polimeraza KAPA 5,0 pl 5 min 15 sek T2°C ; 790C
3 .

starter zewn. F (10 pM) 0,2 pul 48oc i 30sek § S min
=

starter zewn. R (10 pM) 0,2 pl 20 sek W

bakteryjne DNA 2,0 ul <

Y " 40 cykli

Rycina 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny dla I reakcji nested - PCR.

Sklad mieszaniny reakcyjnej 1 2 3 4 5 6
objetosé koncowa [25 pl]
x
woda 10,5 nl 950C 95°(C LE..
polimeraza KAPA 12,5 pul 5 min 30 sek 72°C E: 72°C
55°C__/ - .
——  30sek 5 5 min
starter wewn. F (10 uM) 0,5 pl 30 sek S
£
starter wewn. R (10 pM) 0,5 pl ~
bakteryjne DNA 1,0 ul <
v # 30 eykli

Rycina 11. Skfad mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny dla II reakcji nested - PCR.

Wszystkie izolaty DNA wiaczone do badan zostaty poddane I i I amplifikacji

oraz rozdziatowi elektroforetycznemu przy wymienionych wczes$niej warunkach.
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4.4 1 Oczyszczanie produktow po reakcji nested-PCR.

Po weryfikacji wielkosci produktow amplifikacji wykonano oczyszczanie
przy uzyciu roztworu, zawierajacego magnetyczne kulki (AMPure XP beads). Etap
ten pozwala na usunigcie niezwigzanych starterow lub dimerdéw starteréw, ktore mogly

powsta¢ podczas reakcji nested - PCR.

1. 96-dotkowa ptytk¢ z produktami reakcji nested - PCR (amplikonami) wirowano
przy predkosci 1,000 g przez 1 min.

2. Uzywajac pipety wielokanalowej przeniesiono objetos¢ 20 pl kazdego
z amplikondow do nowej 96-dotkowej plytki, zmieniajac za kazdym razem
koncoéwki pipety.

3. Roztwoér z magnetycznymi kulkami po doprowadzeniu do temperatury pokojowej
mieszano na worteksie, az do uzyskania jednorodnej mieszaniny.

4. Uzywajac pipety wielokanatowej dodano po 20 pl roztworu z magnetycznymi
kulkami do kazdej studzienki z amplikonami.

5. Calos¢ wymieszano poprzez dziesigciokrotne pipetowanie “gora - dot”.

6. Mieszaning inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 min.

7. Po inkubacji ptytke umieszczono na statywie magnetycznym Ambion Magnetic

Stand, (Thermo Scientific), (ryc. 12), do czasu uzyskania przezroczystego

supernatantu.

Rycina 12. Oczyszczanie amplikonow na statywie magnetycznym.
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8. Nie $ciggajac plytki ze statywu magnetycznego, delikatnie usunicto pipeta
supernatant.

9. Do kazdej studzienki dodano po 200 ul $wiezo przygotowanego 80% etanolu.

10. Ptytke z amplikonami i alkoholem inkubowano na statywie magnetycznym przez
30 sek, a nastepnie usuwano supernatant.

11. Ponownie wykonano etapy opisane w punkcie 9 i 10.

12. W dalszym ciggu umieszczong na statywie magnetycznym 96-cio dotkowa ptytke
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 min, w celu usunigcia
pozostalego etanolu.

13. Plytke usuni¢to ze statywu magnetycznego, a do kazdej probki dodano
po 52,5 ul 10 mM buforu Tris-HCI (pH 8,5).

14. Calo$¢ wymieszano poprzez kilkunastokrotne pipetowanie ,,gora-dot” do czasu,
az kulki zostaly dokladnie zawieszone w buforze Tris-HCI, a nastgpnie
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 min.

15. Ptytke PCR ponownie umieszczono na statywie magnetycznym i inkubowano
do czasu, az supernatant stat si¢ przezroczysty (ryc. 13).

16. Objetos¢ 50 pul supernatantu z kazdej studzienki przeniesiono do nowej 96-Cio

dotkowej ptytki PCR.

Rycina 13. Kohcowy etap oczyszczania na statywie magnetycznym.

Amplikony zawieszono w buforze Tris-HCI, a niezwigzane fragmenty starteroOw lub dimery starteréw

zostaty przylgczone przez kulkami magnetyczne do statywu.
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45 Index PCR

Kazdy amplikon po oczyszczeniu zostal poddany procedurze majacej na celu
przytaczenie w procesie amplifikacji unikalnej kombinacji sekwencji znakujacych (index
PCR) oraz koncowych adapterow (P51 P7), (ryc. 16). Czynnos$ci te umozliwity, podczas
analizy  bioinformatycznej  przyporzadkowanie = wynikéw  sekwencjonowania

do odpowiednich probek pacjentow.

1. Objetos¢ 5 ul kazdego z oczyszczonych amplikondw przeniesiono do nowej
ptytki PCR, ktorg ustawiono w okreslonym miejscu zestawu TruSeq Index Plate
Fixture (Illumina).

2. Startery oznaczone, jako Index 1 (i7) utozono réwnolegle do kolumn 1-12,
natomiast startery oznaczone, jako Index 2 (i5) - réwnolegle do wierszy A-H
ptytki PCR (ryc.14).

- < O O = O = <
ug<uug‘éwul—-uo
OFEQ =20 =208 0QC0
QUL LOORLO -
O=«Q=QUrF=<<«<0 <0
ic8g3geegiss
SCZE3E8C003 =0
S S S T S

CTCTCTAT

TATCCTCT - X ol illumina
AGAGTAGA - | kPSR RS RS 0 11 12
GTAAGGAG ' 5 O ¢ '
ACTGCATA
AAGGAGTA

CTAAGCCT—

Rycina 14. Przygotowanie indeksowania amplikonow przy uzyciu odpowiedniej kombinacji sekwencji

starterow.

1. Do kazdej studzienki naktadano pipeta wielokanatlowa mieszaning wody
destylowanej 1 polimerazy w objgtosci 35 pl na probke, a nastgpnie kombinacje
starterow wedtug przepisu przedstawionego na rycinie 15.

2. Cato$¢ wymieszano przez kilkunastokrotne pipetowanie ,,géra-dot”.

3. Plytke PCR zaklejono przezroczysta tas§ma dotaczong do zestawu i poddano

wirowaniu przy predkosci 1,000 x g przez 1 min.
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4. Amplifikacje¢ przeprowadzano wedlug programu przedstawionego na rycinie 15.
Uktad sekwencji adapterowych oraz znacznikowych przylaczonych

do amplikonéw zostal przedstawiony na rycienie 16.

Sklad mieszaniny reakeyjnej 1 ) 3 4 5 6
objetos¢ koncowa [50 pl]
o
i N
woda 10,0 pl 05°C 05°C %
polimeraza KAPA 25,0 ul 3 min 30 sek 72°C ; 72°C
55°C___ ¢/ .
starter (Index 1) 5,0 ul 30 sek g 5 min
30 sek =
=
starter (Index 2) 5,0 pul ™
amplikon 5,0 ul
P H 8 cykli

Rycina 15. Skiad mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny dla reakcji znakowania amplikonow.

amplikon
|

Rycina 16. Amplikon z przylagczonymi w odpowiedniej kolejnos$ci sekwencjami znacznikowymi

i adapterowymi.

4.6 II Oczyszczanie produktéow po reakcji Index PCR.

Ponowne oczyszczanie amplikonéw po wyznakowaniu miato na celu usunigcie

niezwigzanych lub nadmiarowych starterow.

1. 96-cio dotkowa ptytke PCR z amplikonami poddano wirowaniu przy predkosci
280 x g przez 1 min.

2. Roztwér z magnetycznymi kulkami AMPure XP worteksowano przez okoto
30 sek., a nastepnie naniesiono po 56 ul do kazdej studzienki z amplikonami.

3. Calo$¢ wymieszano poprzez 10-cio krotne pipetowanie ,,goéra-dot” i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 5 min.

4. Plytke 96-cio dotkowa ustawiono na statywie magnetycznym do czasu,

az supernatant stal si¢ przezroczysty.
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Nie $ciggajac ptytki z mieszadta magnetycznego, delikatnie usunig¢to pipeta
supernatant.

Do kazdej probki dodano po 200 ul 80 % etanolu.

Catos¢ inkubowano na mieszadle magnetycznym przez 30 sek.

Po tym czasie usuni¢to supernatant.

Powtorzono kroki od 7-9.

Umieszczong w dalszym ciggu na mieszadle magnetycznym ptytke inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 10 min, w celu osuszenia z pozostatego etanolu.
Ptytke usunieto z mieszadta magnetycznego 1 dodano do kazdej probki
po 27,5 ul 10 mM Tris-HCI (pH 8,5).

Calos¢ wymieszano poprzez 10-cio krotne pipetowanie ,,gora-dot” i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 2 min.

Ptytke PCR ponownie umieszczono na mieszadle magnetycznym i inkubowano
probki do czasu, az supernatant stal si¢ przezroczysty.

Objetos¢ 25ul supernatantu przeniesiono z kazdej studzienki do nowej 96-cio

dotkowej ptytki PCR.

4.7 Walidacja stezenia amplikonow i ich pulowanie

Kwantyfikacje amplikonéw przeprowadzono metoda fluorymetryczng przy uzyciu

1.

2.
3.

gotowego zestawu PicoGreen® dsDNA Quantitation Kit (Life Technologies).
W pierwszym etapie, przed rozpocze¢ciem wiasciwych pomiarow, wykonano krzywa
standardowg. Na jej podstawie mozliwe byto precyzyjne oznaczenie ilosci DNA

w badanych probkach.

Przygotowano 8 probowek typu Eppendorf, kazda o pojemnosci 1,5 ml.

e do pierwszej proboéwki oznaczonej, jako ,,0” natozono 588 ul buforu TE
jednokrotnie stezonego oraz 12 pl standardu DNA, dotaczonego
do zestawu.

e do pozostatych probowek, oznaczonych numerami od 1 do 7 dodano
po 300 pl buforu TE.

Zawarto$¢ probowki ,,0” worteksowano przez 10 sekund.

Objetos¢ 300 ul mieszaniny z probowki ,,0”przeniesiono do probéwki nr 1.
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4. Probke nr 1 worteksowano, przez 10 sekund a nastepnie pobrano objgtosé
300 pl i przeniesiono do probowki nr 2.

5. Powyzsze czynnosci powtorzono na kolejnych probkach, az do 6-tej probowki,
wykonujgc seryjne rozcienczenia (rycina 17).

6. Probowka nr 7 zawierala jedynie bufor TE, bez standardu DNA 1 stanowita
kontrol¢ ujemng. Stezenie standardu DNA w ng/ul dla kazdego rozcienczenia
zostalo przedstawione na ryc. 17

7. Objetos¢ 100 pul z kazdego rozciehczenia przeniesiono do kolejnych

8 studzienek 96-cio dotkowej, czarnej ptytki (Corning Costar).

12l standardu DNA =4, | 300 pl 300 pl 300l 300l 300 I
BN AATAANVA

Mlos¢ buforu TE: 588 pl 300 ul 300 ul 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl
Stezenie DNA:  1,00000 ng/ul ~ 0,50000 ng/ul 025000 ng/ul ~ 0,12500 ng/upl 006250 ng/pl ~ 0,03125ng/ul ~ 0,01560 ng/ul  0,0000 ng/ul

Rycina 17. Seryjne rozcienczenia standardu DNA do przygotowania krzywej wzorcowej.

Przygotowanie probek:

8. Do pozostalych studzienek czarnej plytki przeniesiono po 99 ul buforu TE,
a nastgpnie dodano po 1 pl kazdego z oczyszczonych amplikonow.

9. Cato$¢ wymieszano poprzez czterokrotne pipetowanie ,,gora-dot”.

10. Do kazdego dotka zawierajagcego badang probke, dodano po 100 pl roztworu
barwnika PicoGreen, rozcienczonego 200 x w buforze 1x TE. Cato$¢ ponownie
wymieszano poprzez czterokrotne pipetowanie ,,goéra-dot”.

11. Plytke z probkami inkubowano przez 5 min w ciemnosci, a nastgpnie
dokonywano pomiaru w czytniku ptytek GENios FL (Tecan) przy uzyciu filtru
dla fluoresceiny (dtugos¢ fali wzbudzenia 480nm, dhugos¢ fali emisji 520 nm).

12. Wyniki pomiaréw odczytywano przy uzyciu oprogramowania Magellan

(wersja v.66, 2009).
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Obliczanie stezenia DNA w probkach:

13. Na podstawie ustalonych kolejnych st¢zen standardu DNA oraz uzyskanych
dla tych probek wartosci odczytu absorbancji (rycina 18) wyznaczono krzywa
standardowg wraz z rdéwnaniem regresji liniowej 1 wspotczynnikiem

dopasowania R2.

' 18274
9531

— odczyt fluorescencji

1,00000 ng/pl
0,50000 ng/pl
0,25000 ng/pl
0,12500 ng/pl
0,06250 ng/pl
0,03125 ng/pl

0,01560 ng/pl

stezenie standardu DNA [ng/ul]

0,00000 ng/pl

Rycina 18. Przyktadowe warto$ci odczytéw fluorescencji dla kolejnych rozcienczen standardu DNA.

14. Po przeksztalceniu rownania regresji i podstawieniu w odpowiednie miejsce
wartos$ci absorbancji dla badanych probek uzyskano st¢zenie DNA w jednostce

ng/ul. Stosujac ponizsze rownanie uzyskane stezenie DNA wyrazono w nM:

. ng
stezenie w m

3 x 10° = stezenie DNAw nM
660 —ol X $rednia wielkoS¢ biblioteki

Pulowanie probek:

15. Prébki rozcienczano odpowiednig iloscia 10 mM buforu Tris (pH 8.5)
do stezenia 10 nM.
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16. Z kazdej studzienki pobrano po 5 ul rozcienczonej probki do zbiorczej probowki

typu Eppendorf (Axygen). Cato$§¢ wymieszano na worteksie.

W ramach kontroli przeprowadzono pomiar koncowego stezenia biblioteki

po pulowaniu.

17. Ponownie przygotowano seryjne rozcienczenia wzorcowego DNA, ktore
przeniesiono do osmiu kolejnych dotkéw ptytki 96-cio dotkowe;.

18. Do czterech dotkow plytki dodano oprocz 99 ul Tris-HCI, po 1 pl biblioteki
po pulowaniu. Pozostale czynnosci poszgwszy od punktu 9-go do 14-go niniejszej
procedury zostaty powtdrzone.

19. Wyniki absorbancji z czterech dotkow usredniono.

20. Srednia warto$é stanowita punkt wyjsciowy do ponownego rozcienczenia
biblioteki w dalszym etapie.

21. Bibliotek¢ po pulowaniu przechowywano w zamrazarce (- 20 °C) do czasu

przeprowadzenia kolejnych czynno$ci przed wlasciwym sekwencjonowaniem.
4.8 Denaturacja biblioteki

Ostatni etap przygotowania materialu do sekwencjonowania polegat na denaturacji
biblioteki w obecnosci NaOH, rozcienczeniu w buforze przeznaczonym do hybrydyzacji
oraz denaturacji termicznej] w wyniku, ktérej uzyskano pojedyncze nici DNA. Kazda
z wymienionych czynnosci byta ponownie wykonywana na tzw. kontroli wewngtrznej
sekwencjonowania — roztworowi PhiX. Po dodaniu PhiX a do zdenaturowanej biblioteki
konieczne bylo niezwloczne umieszczenie mieszaniny w kasecie platformy
do sekwencjonowania. W zwigzku z tym, wszystkie czynno$ci, opisane szczegdlowo
ponizej, zostaly wykonane w laboratorium Os$rodka Genomiki Medycznej UJ CM —

OMICRON.

W pierwszej kolejnosci przeptukano kilkakrotnie wodg destylowang tzw. flow cell
— szklang ptytke, na ktérej odbywa si¢ klastrowanie i wlasciwe sekwencjonowanie.
Nastepnie oczyszczong 1 wysuszong plytke wlozono do sekwenatora. Kasete
do sekwencjonowania umieszczano w kapieli wodnej do czasu rozmrozenia zawartych
w niej buforow, a nastepnie po dokladnym osuszeniu przechowywano w lodowece,

do czasu przygotowania koncowej mieszaniny biblioteki i kontroli wewngtrzne;.
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Denaturacja biblioteki:

1. Objetos¢ 5 ul swiezo przygotowanego 0.2 N NaOH przeniesiono do jatowej
probowki typu Eppendorf (Axygen) i dodano 5 ul 4 nM biblioteki.

2. Catos¢ worteksowano i zwirowano przy predkosci 280 x g przez 1 minute.

3. W kolejnym etapie probke inkubowane przez 5 min w temperaturze pokojowej,
doprowadzajac tym samym do denaturacji DNA.

4. Do probowki z zdenaturowanym DNA dodano 990 ul schtodzonego buforu
do hybrydyzacji HT1. W rezultacie uzyskano 20 pM zdenaturowanej biblioteki
w 1 nM NaOH.

5. Proboéwke z ssDNA umieszczono na lodzie do czasu ostatecznego rozcienczenia.

Rozcienczenie biblioteki:

6. Zdenaturowane DNA rozcienczono przy uzyciu schtodzonego buforu HTI
do stezenia 10 pM, wedtug schematu, zalecanego przez producenta (Illumina)

[109].

Tabela 4. Schematy rozcienczania badanej biblioteki oraz kontroli wewn¢trzne;j.

Koncowe stgzenie 2 pM 4 pM 6 pM 8 pM 10 pM
20ul zdenaturowanej 60 pl 120 pl 180 pl 240 pl 300 pl
biblioteki

Schiodzony bufor do 540 pl 480 pl 420 pl 360 ul 300 pl
hybrydyzacji

7. Calo$¢ wymieszano poprzez kilkukrotne odwracanie probowki, delikatnie

Zwirowano i umieszczono na lodzie.

Denaturacija i rozcienczanie kontroli wewnetrznej - roztworu PhiX

8. W probéwce zmieszano 2 pl biblioteki PhiX (10 nM) z 3 pl buforu Tris pH 8.5
(10 mM), w celu uzyskania 4 nM stezenia kontroli wewnegtrznej.

9. Do probowki z kontrola wewngtrzng dodano 5 ul NaOH (0,2 N). Catos¢
worteksowano i inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowej

doprowadzajac do denaturacji kontrole wewnetrzng.

61



METODY

10. Do probdwki z zdenaturowanym PhiX dodano 990 pl schtodzonego buforu HT1
1 uzyskano st¢zenie 20 pM.

11. Wykonano ostatnie rozcienczenie 20 pM biblioteki PhiX do stezenia 10pM
(tak jak w przypadku badanej biblioteki), wedtug tabeli 4.

12. Calos¢ wymieszano poprzez kilkukrotne odwracanie probowki, delikatnie

Zwirowano i umieszczono na lodzie.

Przygotowanie mieszaniny zawierajacej rozcienczone roztwory biblioteki amplikonow

1 kontroli wewnetrznej

13. Zmieszano 30 pl zdenaturowanego i rozcienczonego roztworu PhiX z 570 pl
uprzednio zdenaturowang i rozcienczong biblioteka amplikonow.

14. Calo$¢ wymieszano i1 umieszczono na lodzie, a nastgpnie przeniesiono
do termobloku na 2 min do temperatury 96 °C.

15. Po tym czasie wymieszano zawarto$¢ probowki poprzez dwukrotne odwrocenie
1 przeniesiono do kapieli z lodem na Smin.

16. Zawarto$¢ probowki w objetosci 600 ul umieszczono w specjalnie oznaczonym
miejscu kasety - sample load i wlozono do sekwenatora — platformy MiSeq
(IMlumina), (ryc.19).

Zastosowanie zestawu MiSeq Reagents Kit v3 pozwolito na wykonanie 625 cykli

sekwencjonowania.

Rycina 19. Naktadanie biblioteki genomowej do wyznaczonego miejsca oraz umieszczanie kasety

w sekwenatorze MiSeq.
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4.9 Sekwencjonowanie przez synteze (SBS).

Generowanie klastrow

Klastrowanie jest procesem w trakcie, ktorego dochodzi do izotermicznej
amplifikacji fragmentow DNA na tzw. flow cell - szklanej ptytce, pokrytej akryloamidem.
Plytka ta poprzedzielana jest liniowymi kanatami. Kazdy kanal optaszczajg setki tysiecy
oligonukleotydow o sekwencji komplementarnej do adapterow przytaczonych
do badanego DNA (sekwencje P5 i P7). Ziaczenie tych fragmentéw na zasadzie

hybrydyzacji inicjuje generacje¢ klastra (ryc.20).

%fragmenty DNA z adapterami

980800000000000000

%
%

Sflow cell

Rycina 20. Generowanie klastrow.

Unieruchomione fragmenty DNA staja si¢ matryca, na ktérej polimeraza
dobudowuje do zhybrydyzowanych oligonukleotydow komplementarne
deoksynukleotydy (ryc. 21. A.) Powstale podwojne nici ulegajg denaturacji, pierwotne
matryce zostaja usunigte (ryc. 21. B.), a nowo zsyntetyzowane nici hybrydyzuja
z sgsiednimi oligonukleotydami, tworzac tzw. mostki (ryc. 21. C). Rozpoczyna

sie wowczas amplifikacja przez mostkowanie.
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L A,

polimeraza

Rycina 21. Schemat amplifikacji poprzedzajacej mostkowanie.

A — dobudowanie deoksynukleotydéw, B — denaturacja pierwotnej matrycy, C- tworzenie mostkow.

W trakcie tego procesu polimeraza ponownie dobudowuje komplementarne nici,
tworzac podwojne mostki (ryc. 22. A.). Nastepnie dochodzi do denaturacji, ktorej
rezultatem sag pojedyncze nici, unieruchomione jednym koncem na ptytce (ryc. 22. B.).
Proces mostkowania jest wielokrotnie powtarzany. W efekcie dochodzi do utworzenia

okoto 1000 kopii sekwencji matrycowe;j.

polimeraza A B
—> —>

Rycina 22. Schemat amplifikacji przez mostkowanie.

A — tworzenie podwojnych mostkow, B — denaturacja i uzyskanie pojedynczych nici.

Wilasciwe sekwencjonowanie

Jednoniciowe fragmenty we wszystkich klastrach stanowig matryce, na ktorych
polimeraza dobudowuje pojedynczo nukleotydy. W kazdym cyklu fluorescencyjnie
znakowany nukleotyd sprzezony z terminatorem, rywalizuje o dolaczenie
do wydtuzajacego si¢ tancucha, ale tylko jeden z nich — komplementarny do sekwencji
zostaje wbudowany. Po osadzeniu nukleotydu, terminator zapobiega dalszej syntezie
nici. Reakcja ulega zatrzymaniu, a pozostate nukleotydy znajdujace si¢ w mieszaninie

zostaja wyptukane. Swiatto lasera wzbudza emisje fluorescencji, ktora jest rejestrowana
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przez kamer¢ CCD. Kazdy nukleotyd emituje $wiatlo o innej dlugosci fali oraz
intensywnosci, CO jest zapisywane przez kamere, jako cztery roézne kolory (z6lty, zielony,
czerwony 1 niebieski). Fluorofory wraz z terminatorami zostaja usunigte,
a dodanie kolejnej porcji polimerazy i nukleotydow inicjuje rozpoczgcie nastepnego
cyklu. Miliony klastrow ulegaja réwnolegtemu, masowemu sekwencjonowaniu, a caty

proces powtarza si¢ kilkaset razy, az zostanie osiggni¢ta zamierzona dtugos¢ odczytow —

tzw. readow (ryc. 23, 24).

laser

Rycina 23. Wtasciwe sekwencjonowanie.

A — wydluzanie lancucha poprzez wbudowanie znakowanego fluorescencyjnie nukleotydu, B —
wyptukanie nukleotydow, ktore nie zostaly przytaczone, C — przypisanie sekwencji nowego nukleotdu w

zalezno$ci od dtugosci fali 1 intensywno$ci fluorescencji.
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A. Wbudowanie nukleotydu A

Rycina 24. Zapis kamery CCD dla poczatkowych cykli sekwencjonowania: A - przy wbudowaniu

nukleotydu A, B — przy wbudowaniu nukleotydu G.

4.10 Bufory i odczynniki

Tabela 5. Szczegotowa lista buforéw i odczynnikow zastosowanych w trakcie badan.

Bufory i odczynniki

Producent

4.1 lzolacja bakteryjnego DNA

lizozym 50 mg/ml

Sigma

lizostatyna 0,4 U/ul

A&A Biotechnology

Zestaw do izolacji Mini Genomic

bufor Tris (10 mM, pH 8,5)

Proteinza K (20 mg/ml)

roztwor lizujacy LT

roztwor pluczacy Al

minikolumny ze ztozem krzemionkowym

A&A Biotechnology
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4.2 Ocena stezenia i czystoSci izolatow

Woda wolna od nukleaz

A&A Biotechnology

bufor Tris (10 mM, pH 8,5)

A&A Biotechnology

4.3.1 Metoda nested - PCR,
4.3.2 Startery do reakcii nested - PCR
4.3.3 Standaryzacja metody nested - PCR,

Woda wolna od nukleaz

A&A Biotechnology

2x KAPA HiFi HotSTART ReadyMix PCR Kit, sktad:
2,5 mM MgCI2 (1x)
0,3 mM kazdego z czterech deoksynukleotydow

KAPA Biosystems
(dATP, dTTP, dGTP oraz dCTP) y

e 1 U KAPA HiFi HotStart Polimerazy DNA
- Startery zewnetrzne forward i reverse
- Startery wewnetrzne forward i reverse Genomed
z dotaczonymi sekwencjami overhang adapters
4.3.4 Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji nested -PCR
Agaroza BioRad
Bromek etydyny (10 mg/ml) Sigma
Bufor obcigzajacy, sktad:

¢ bilekit bromofenolowy (0,25 g/ml) Sigma

glicerol (60 %)

Marker DNA 100-1000 pz (0,1 ug/ul)

A&A Biotechnology

Bufor TBE 10x

BioRad

4.4 1 Oczyszczanie produktow, 4.6 II Oczyszczanie produk

tow

Agencourt® AMPure® XP z kulkami magnetycznymi 60 ml

Beckman Coulter

Bufor Tris-HCI 10 mM pH 8,5 Sigma
Alkohol etylowy 96% POCH

4.5 Index PCR

Woda desylowana DEPEC A&A Biotechnology

2 X KAPA HiFi Hot START Ready Mix
PCR Kit, sktad:

2,5 mM MgCl; (1x)

0,3 mM kazdego z 4 deoksynukleotydow (dATP,
dTTP, dGTP oraz dCTP)

1 U KAPA HiFi HotStart Polimerazy DNA

Kapa Biosystems
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Nextera XT Index kit, sktad:

e Nextera XT Index Primer 1 IHlumina
e Nextera XT Index Primer 2
4.7 Walidacja stezenia amplikonéw i ich pulowanie.

Zestaw Quanti-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit, sklad:
e Bufor 20x TE

e Lambda DNA standard 100 },lg/ml Llfe technologies
e Quanti-iT™ PicoGreen dsDNA
Bufor Tris HCI 10 mM pH 8,5 Sigma
4.8 Denaturacja biblioteki
0.2 N NaOH Sigma
PhiX Control Kit v3 [llumina
Bufor do hybrydyzacji HT1 [llumina
Bufor Tris HCI 10 mM pH 8,5 Sigma

4.9 Sekwencjonowanie przez synteze (SBS)

Zestaw MiSeq Reagents Kit v3 (600 cykli), sktad:

e szklana ptytka (ang. flow cell) [llumina
e kaseta (ang. cartridge) z buforami i miejscem
na badang probke

e bufor ptuczacy (PR2)

4.11 Bioinformatyczna analiza danych po sekwencjonowaniu

Uzyskane sekwencje R1 1 R2 zostaly potaczone w dluzsze fragmenty
nukleotydowe. Nast¢pnie poddano je filtrowaniu, pod katem jakosci (ang. quality scores).
Ze zbioru danych usuni¢to te sekwencje, ktorym zostata przypisana wartos¢, Swiadczaca
o niskiej jakosci, tj. Q < 15 (kodowanie phred33). W kolejnym etapie dane zostaty
oczyszczone z duplikatow i poddane klastrowaniu w OTU - operacyjne jednostki
taksonomiczne (ang. operative taxonomy unit) na zasadzie podobienstwa do innych
sekwencji w probce (prog identycznosci 97%). Kazda OTU jest uznawana
za molekularny odpowiednik gatunku i porownywana z sekwencjami zawartymi
w referencyjnej bazie danych. Taksonomia zostata utworzona za pomoca pakietu QIIME
1 programu assign taxonomy.py, w ktérym wykorzystano algorytm UCLUST z progiem

identycznosci 90%. Przypisanie OTU do odpowiednich pozioméw taksonomicznych
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zostalo wykonane przy uzyciu autorskiej bazy sekwencji referencyjnych 16S (Bioldea)
z dnia 10.09.2018r (referencja diagnostyczna), zawierajacej 19316 gatunkow bakterii
i archaea. Sekwencje gendéw 16S pobrano z bazy NCBIL Podzial wynikow
na poszczegbdlne poziomy taksonomiczne zostat wykonany za pomocg programu
summarize taxa.py pakietu QIIME. Analizie poddano réwniez kontrole negatywne —
probki wody (n=5). Uzyskane z kontroli negatywnych odczyty usuni¢to z probek
diagnostycznych. W kolejnym etapie sekwencje OTU zostaly przyrownane
do referencyjnych sekwencji genéw 16S (BioMetal6SALN) za pomoca programu
align_seq.py z wykorzystaniem algorytmu PyNAST. Nastepnie z przyrownania
odfiltrowano wyniki z duza iloscig dziur (gaps) i utworzono drzewo filogenetyczne
(program  make_phylogeny.py), stanowigce taksonomiczne podsumowanie na
poziomach: typu (L2), klasy (L3), rzedu (L4), rodziny (L5), rodzaju (L6) 1 gatunku (L7).

Dodatkowa analiza polegata na okresleniu alfa i beta r6znorodnosci.

réoznorodnos$¢ alfa (ang. alfa diversity) - opisuje bogactwo i rozklad gatunkow

(rozumianych, jako OTU's) w pojedynczej probcee.

W celu oceny alfa roznorodnos$ci postuzono si¢ metrykami: observed OTUs, Chaol,

a takze indexami Simpson'a oraz Shannon'a.
roznorodnos¢ beta — (ang. beta diversity) - opisuje r6znorodno$¢ pomiedzy probkami.

Metryki umozliwiajace ocene beta r6znorodnosci to weighted UniFrac i unweighted
UniFrac. Stuza one do pomiaru odleglosci na drzewie filogenetycznym pomigdzy

uzyskanymi OTUs.

4,12 Testy statystyczne oraz programy bioinformatyczne wykorzystane

w trakcie analizy wynikow.

Charakterystyka pacjentow - w celu doboru odpowiedniego testu statystycznego,

wykonano test Shapiro-Wilka, oceniajacy obecnos¢ lub brak rozktadu normalnego. Tylko
dane dla parametru st¢zenia LDL spelnity warunki testu i w celu dalszej analizy
wykonano test ANOVA z identyfikacja r6znic miedzy grupami za pomocg analizy Tukey
post-hoc. Do analizy pozostalych danych postuzono si¢ nieparametrycznym testem

Kruskal a-Wallis'a z analizg post-hoc (test Nemenyi).
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Analiza alfa bioréznorodnosci miedzy czgstosciami wystepowania OTU wykonana

zostala za pomocg pipelin’u alpha rarefaction.py zaimplementowanego w pakiecie
QIIME. Statystyki obliczone zostaly przy uzyciu programu compare alpha diversity.py
(QIIME) dla kazdego indeksu biordéznorodnosci. Analize statystyczng wykonano dwoma
testami: t — parametrycznym i nieparametrycznym (Monte Carlo).

Analiza beta bior6znorodnosci migdzy czgstosciami wystgpowania OTU wykonana

zostala za pomocg pipelin’u beta diversity.py w pakiecie QIIME. Maksymalng ilos¢
odczytu do analizy okreslono, jako stosunek 85% z ilo$ci odczytow reprezentujacych
najmniejszg probke (36TK: 8,142; 0,85 x 8142 = 6921). Analize statystyczng wykonano
w oparciu o dwustronny test T-Studenta. Nieparametryczne wartosci p obliczono przy

uzyciu permutacji 999 Monte Carlo.

Analiza OTU's, przypisanych do odpowiednich pozioméw taksonomicznych

w obrebie dwoch grup badawczych oraz grupy kontrolnej zostala wykonana za pomoca
programu summarize_taxa.py pakietu QIIME. Przygotowane tabele BIOM,
uwzgledniajgce wartosci czestosci znormalizowanych migdzy probkami, zostaly poddane
analizie statystycznej za pomocg programu group_significance.py. Dla kazdego poziomu
taksonomicznego wykonano dwa typy testow statystycznych ANOVA oraz Kruskal-
Wallis. W dalszej cze$ci analize pordownawcza przeprowadzono w podgrupach: T2DM
i control, T2DM 1 obese, a takze obese i control. W tym celu postuzono

si¢ nieparametrycznym testem t (Monte Carlo, 1000 permutacji).

Analiza  korelacji danych mikrobiologicznych i klinicznych. Podziat

na poszczegdlne poziomy taksonomiczne zostal wykonany za pomoca programu
summarize taxa.py pakietu QIIME. Przygotowane tabele BIOM, uwzgledniajace
warto$ci czgstosci znormalizowanych miedzy probkami, zostalty poddane analizie
korelacji ~ statystycznej z  danymi  klinicznymi za  pomocg  programu

observation_metadata_correlation.py.

Dla kazdego poziomu taksonomicznego wykonano dwa typy korelacji: Pearson
oraz Spearman. Warto§¢ prawdopodobiefnstwa oszacowano na podstawie rozktadu
Fisher-Z. Za wyniki istotnie statystyczne uznawano te, ktorych warto$é

prawdopodobienstwa po korekcji FDR byta mniejsza od 0,05.
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4.13 Pozostale programy komputerowe

W celu analizy i wizualizacji danych uzyskanych w trakcie badan postugiwano

si¢ ponizszymi programami komputerowymi:

Opracowanie danych liczbowych, tworzenie wykresOw, analiza statystyczna:

e Microsoft Excel 2013, wersja 15.0.5045.1000

e QIIME, wersja 1.9.0

e Usearch, wersja v.10.0.240

e Pakiet statystyczny R (Project for Statistical Computing), wersja 3.5.1

Edycja oraz tworzenie dokumentacji tekstowej:

e Microsoft Word 2013, wersja 15.0.5049.1000
e Adobe, Acrobat Reader DC wersja 18.011.20055

Tworzenie grafiki oraz obrdbka zdjeé:

e CoreDRAW® X8, wersja 18.1.0.661 Corel Corporation 2016

e PIXLR — program online do edycji zdje¢ (www.pixIr.com)
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5.1 Charakterystyka pacjentow

WYNIKI

Tabela 6 przedstawia poréwnanie danych klinicznych pacjentéw w grupach

badawczych oraz w grupie kontrolnej. W przypadku dwoch parametréw: wieku oraz

stezenia LDL nie zaobserwowano pomi¢dzy grupami réznic istotnych statystycznie.

Pozostate parametry zostaty poddane analizie testem Kruskal'a -Wallisa z testem post-

hoc Nemeyi (ryc. 25).

Tabela 6. Charakterystyka porownawcza danych klinicznych w grupach badawczych oraz w grupie

kontrolnej.

Parametr CONTROL OBESE T2DM Wartosé

(n=27) (n=17) (n=22) p
Wiek [lata]
Me (Q1-Q3) 42 (36,0 — 48,5) 40 (26 - 42) 45,5(37,0 -55,25) | p=0,179
BMI [kg/m?]
Me (Q1-Q3) 23,2(22,9-23,7) | 45 (42,2-5,2) 44 (40,1 -47,1) p < 0,001
Glikemia [mmol/l]
Me (Q1-Q3) 96 (90 - 99) 98,6(93,8 - 106,6) | 123,5 (105,7 - p < 0,001
163,0)

HbAlc [%]
Me (Q1-Q3) 52(51-5.3) 5,3 (5,2 -5,5) 6,25 (6,1 - 6,5) p < 0,001
Cholesterol
calkowity [mmol/l]
Me (Q1-Q3) 51(4,9-5,2) 4,5 (3,6 —5,0) 39(334-54) p = 0,003
HDL [mmol/l]
Me (Q1-Q3) 0,98(091-3,0) |1,14(1,13-1,23) | 1(0,7-1,18) p =0,040
*LDL [mmol/I]
Srednia (SD) 3,16 (0,88) 2,75 (0,65) 2,73 (0,98) p =0,160
TGs [mmol/l]
Me (Q1-Q3) 0,9(0,9-1,2) 1,26 (0,9-1,7) 16(1,5-1)9) p = 0,005
ALT [U/]
Me (Q1-Q3) 20 (18,0 — 25,6) 44 (28 - 91) 47 (22,0-178,5) | p<0,001

Pogrubiong czcionka w ostatniej kolumnie oznaczono wyniki istotne statystycznie.
*dane z rozkltadem normalnym — test Shapiro-Wilka. Dla tych danych wykonano test ANOVA
z identyfikacjg roznic migedzy grupami za pomocg analizy Tukey post-hoc.
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Rycina 25. Analiza poréwnawcza parametrow klinicznych w grupach badawczych oraz w grupie

kontrolnej.

W analizie zastosowano test Kruskal a-Wallis™a i test post-hoc (test Nemenyi). Na rycinie przedstawiono

wylacznie wyniki istotne statystycznie (p < 0,05). Dhuzsze klamry odpowiadajg réznicom istotnie

statystycznym pomig¢dzy grupami control i T2DM.
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5.2 Charakterystyka prébek

Zebrane materiaty biologiczne pacjentoéw, w postaci bioptatdow dwunastniczych
postuzyly do izolacji bakteryjnego DNA, a nastgpnie do opracowania reakcji PCR.
Ponizsza rycina, obrazujaca wyniki dla pojedynczej reakcji (rycina 26), uzasadnia
konieczno$¢ wyboru odmiennej metody - podwojnej reakcji amplifikacji, tzw.
zagniezdzonego PCR (ang. nested-PCR), ktorej zadaniem byto zwiekszenie czuto$ci

i specyficznosci (rycina 27).

1000 pz

500 pz

100 pz

Rycina 26. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktow amplifikacji po pojedynczej reakcji PCR
(40 cykli).

M — marker wielko$ci 100-1000 pz, kontrola negatywna — woda wolna od nukleaz.

Przeprowadzony rozdziat elektroforetyczny pozwolit na weryfikacje wielkosci
produktu. Po reakcji nested - PCR dlugo$¢ kazdego z amplikonéw wynosita ok. 550 par
zasad (rycina 27).

1000 pz

500 pz

100 pz

Rycina 27. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji po zastosowaniu reakcji
nested — PCR.

W | reakcji zastosowano 20 cykli, a w Il reakcji - 30 cykli.
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Produkty reakcji nested-PCR po wyznakowaniu (index PCR) oraz oczyszczaniu
poddano procedurze kwantyfikacji w spektrofluorometrze. Niezbgdnym etapem
do okreslenia stezenia DNA w kazdej probce bylo wykonanie seryjnego rozcienczenia
wzorcowego DNA na podstawie, ktérego wyznaczono krzywa standardowg oraz
réownanie regresji (rycina 28). W oparciu 0 warto$é wspotczynnika dopasowania R2
mozliwa byla ocena jako$ci wykonania krzywej wzorcowej. Wynik - R? réwny

lub wyzszy od 0,98 $wiadczy o precyzyjnym przygotowaniu seryjnych rozcienczen.

Krzywa wzorcowa
60000
y = 51466x + 830,79
50000
R?=0,9997
40000

fluorescencja

30000
20000 /./
10000 /./

0,00000 0,20000 0,40000 0,60000 0,80000 1,00000 1,20000

stezenie DNA [ng/pl]

Rycina 28. Krzywa wzorcowa uzyskana na podstawie odczytu fluorescencji dla poszczegdlnych

rozcienczen standardu DNA.

5.3 Ogélna analiza sekwencjonowania 16S rRNA przy uzyciu narzedzia Qiime.

Po sekwencjonowaniu 66 probek diagnostycznych oraz 5 probek stanowigcych
kontrole ujemna, uzyskano tacznie 9536638 odczytow (ang. reads). Parametry
statystyczne, szczegdlowo charakteryzujace uzyskane odczyty z po oczyszczaniu probek
(. po wusunigciu odczytow wystepujacych w Kkontroli negatywnej z probek

diagnostycznych) zostaty uwzglgdnione w tabeli 7.
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Tabela 7. Podstawowe statystyki po ogodlnej analizie sekwencjonowania.

Wartosci po usunieciu kontroli

ujemnej
Ilo$¢ probek 66
[lo$¢ surowych odczytow 9536638
Ilos¢ potaczonych odczytow 8606568 (90,25%)
Ilo$¢ odczytéw po analizie jakosci (Q15) 5690721 (66,12%)
Ilo$¢ otrzymanych OTU"s 438
Ilo$¢ odczytéw przypisanych do OTU's 4919658 (51,6%)
Ilo$¢ odczytow przypisanych do taksonomii 484701 (98,5%)
Minimalna ilo§¢ odczytow 8142
Maksymalna ilo$¢ odczytow 206703
Mediana ilosci odczytow 63860,5
Srednia ilo$¢ odczytow 74540,2
Odchylenie standardowe 43656,7

Wyodrgbnione po oczyszczaniu OTU's przypisano do odpowiednich
pozioméw taksonomicznych: typow, klas, rzedéw, rodzin, rodzajow oraz gatunkow.

Tabela 8 stanowi filogenetyczne podsumowanie uzyskanych przypisow.

Tabela 8. Filogenetyczne podsumowanie uzyskanych przypisow.

Poziom taksonomiczny Tlo§¢* Ilo$¢ odczytow Procent odczytéow **
Krolestwo 1 4844701 98,50%
Typ 7 4844701 98,50%
Klasa 22 4844701 98,50%
Rzad 43 4844701 98,50%
Rodzina 100 4840921 98,40%
Rodzaj 175 4720767 95,96%
Gatunek 149 1948899 39,61%

W tabeli nie zostaly uwzglednione taksonomie ,,other”, oznaczajace niejednoznaczny wynik przyrownania.
Ta kwestia zostata szerzej omdéwiona w rozdziale po§wigconym dyskusji wynikow.
*Tlo§¢ roznych taksondéw, przypisanych do danego poziomu systematycznego.

** Procent odczytow przypisanych do odpowiednich poziomow systematycznych.

5.4 Analiza alfa bioréznorodnosci

Bior6znorodnos¢ gatunkowa w obrebie probek, wyrazona indexem Chaol (rycina

29) w grupie kontrolnej oraz w grupie pacjentow z cukrzycg typu 2 byla zblizona,
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a w odniesieniu do grupy pacjentow otylych nieznacznie wyzsza. Roznice te nie byly

jednak istotne statystycznie (p > 0,05).
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Rycina 29. Wykres pudetkowy, tzw. boxplot indexu Chao 1.

Podobnie  ksztaltowatla si¢  biordéznorodno$¢ wyrazona estymatorami
statystycznymi: indexem Simpson'a i Shannona (rycina 30) oraz parametrami takimi jak:
PD whole tree oraz OTU's (rycina 31). W kazdej z analizowanych grup warto$ci testow
zarbwno parametrycznych jak i nieparametrycznych byly zblizone i nieistotne
statystycznie (p > 0,05).

Index Shannon Index Simpson

-_r —— 0.8}

15 = =]
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Rycina 30. Wykresy pudetkowe indexéw Shannon'a i Simpson'a.
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Rycina 31. Krzywe rozrzedzenia dla parametrow PD whole tree oraz OTU's w badanych grupach.
Powyzsze krzywe maja zastosowanie w oszacowaniu liczby OTU's zaobserwowanych w probce

oraz w poréwnaniu probek o réznych rozmiarach.

5.5 Analiza beta réznorodnosci

Analiza beta roznorodnosci probek pomigdzy grupami badawczymi, wyrazona przy
pomocy metryki UniFrac (rycina 32. A-B) w wersji weighted (A) i unweighted (B) takze
nie wykazata istotnych réznic (p >0,05). Probki w kazdej z grup badawczych
charakteryzuje podobny uktad rozproszenia, na podstawie ktorego mozna wnioskowac

o duzym podobienstwie mikrobioty odcinka dwunastniczego.
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procent wyjasnionej wariancji 33,41% procent wyja§nionej wariancji 33,41% procent wyjasnionej wariancji 9,00%
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Rycina 32. Wykresy PCoA.

Analiza gtéwnych wspotrzednych PCoA (ang. principal coordinate analysis) dla wersji weighted (A)
i unweighted (B). Czerwone kwadraty odnosza si¢ do grupy control, niebieskie punkty — obese,
a pomaranczowe trojkaty — T2DM. Wartosci procentowe, umieszczone w opisach osi przedstawiajg odsetek

zmiennosci wyjasnionej przez gtowne wspotrzedne.

5.6 Analiza profili bakteryjnych na réznych poziomach taksonomicznych.

Uzyskane po sekwencjonowaniu dane, uwzgledniajace udzial procentowy
zidentyfikowanych OTU's na réznych poziomach taksonomicznych zostaty ponizej
szczegbtowo opisane. W celu ulatwienia oznaczenia prezentowanych w grupach
wynikow, postuzono si¢ nazewnictwem anglojezycznym, tj.: control — grupa kontrolna,
obese — grupa pacjentow z otyloscig, T2DM — grupa pacjentow z cukrzyca typu 2
i otytoscia. Ze wzgledu na duza ilo§¢ taksonéw poczawszy od poziomu L4
do L7, profile bakteryjne przedstawione na rycinach maja charakter pogladowy,
a zawarty w tekscie opis odnosi si¢ jedynie wybranych wartosci procentowych. Dane
uwzgledniajace udziat procentowy wszystkich taksondow, stanowigcych wiecej niz 1%,
zostaly umieszczone w tabelach, jako zataczniki do pracy (numery zatgcznikow: 3A-D).
Operacyjne jednostki taksonomiczne (OTU's), ktére nie zostaly zidentyfikowane,
tj. przypisane do konkretnego taksonu, umieszczono w kategorii — Inne. Z kolei

te taksony, ktorych odsetek we wszystkich 3 badanych grupach byt nizszy od 1%
przydzielono do kategorii — Pozostale.

W obrebie poziomu L2, uzyskane OTU s zostaty przypisane do 7 typéw (ang.

phylum): Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria,
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Proteobacteria oraz Tenericutes (rycina 33). Zaréwno w grupach badawczych
jak 1 w grupie kontrolnej dominujace byty bakterie, nalezace do dwoch typoéw Firmicutes
(38,02% - control, 44,10% - obese, 34,65% - T2DM) oraz Proteobacteria (odpowiednio:
34,93%, 33,69% 1 43,12%). W dalszej kolejnosci znaczny, wzgledny odsetek nalezat
do typu Actinobacteria (21,17%, 12,84% 1 15,87%,). Duzo mniejszy procent stanowity
bakterie nalezace do typow: Fusobacteria (odpowiednio: 3,61%, 5,80% 2,86%),
Bacteroidetes (0,39%, 1,94% i 1,87%), a pozostate: Tenericutes oraz Acidobacteria
wystepowaty w sladowych ilo$ciach.

Po wykonaniu normalizacji danych, pordwnano powyzsze typy drobnoustrojow
w analizowanych grupach badawczych. Réznice istotne statystycznie pomiedzy grupa
obese i control zaobserwowano w odniesieniu do typu Actinobacteria (pror = 0,019)
oraz Bacteroidetes (pror = 0,007). Z kolei w grupie T2DM odsetek bakterii nalezacych
do typu Bacteroidetes byl istotnie statystycznie wyzszy niz w grupie control
(pror = 0,015). Zaobserwowano rowniez tendencj¢ do wzrostu proporcji Firmicutes

do Proteobacteria w grupie control (1,1) i (1,3) obese w stosunku do T2DM (0,8).

poziom L2 - typ

100%
90%
;f, 80%
2 70%
= 60%
2 50%
= 40%
o0 30%
2 20%
10%
0%
CONTROL OBESE T2DM
Acidobacteria 0,00% 0,04% 0,00%
Actinobacteria 21,17% 12,84% 15,87%
m Bacteroidetes 0,39% 1,94% 1,87%
® Firmicutes 38,02% 44,10% 34,65%
Fusobacteria 3,61% 5,80% 2,86%
H Proteobacteria 34,93% 33,69% 43,12%
B Tenericutes 0,34% 0,12% 0,07%
H Inne 1,54% 1,47% 1,55%

Rycina 33. Udziat procentowy bakterii na poziomie typu w grupach badawczych oraz w grupie kontrolnej.
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Na kazdym poziomie systematycznym oprocz wykresow, obrazujacych udziat
procentowy bakterii w grupach badawczych, uzyskano réwniez profile bakteryjne,
charakteryzujace osobno kazdego pacjenta. Przyktadowy wykres wylacznie o charakterze

pogladowym na poziomie typu uwzgledniajacy te dane zostat przedstawiony na ryc. 34.

poziom L2 - typ

100%

90% I

80% Acidobacteria
¥ 70% I Actinobacteria
% 60% m Bacteroidetes
z 50% = Firmicutes
% 40% Fusobacteria
5 30% m Proteobacteria

20% ® Tenericutes

10% I m|nne

e NI | [

CONTROL OBESE T2DM

Rycina 34. Udziat procentowy bakterii na poziomie typu dla kazdego z pacjentow z grup badawczych

oraz z grupy kontrolnej.

Na poziomie L3, uzyskane OTU's przypisano tacznie do 22 klas (ang. class).
Najliczniej reprezentowane byly: Actinobacteria (20,31% w grupie control, 11,45%
w grupie obese i 14,90% w grupie T2DM), Bacilli (odpowiednio: 28,84%, 37,94%
1 28,12%), Alphaproteobacteria (26,03%, 26,58% i 22,49%) oraz Gammaproteobacteria
w grupie T2DM: 20,02% (rycina 35). Znacznie mniejszy wzgledny odsetek wystepowat
w przypadku klas: Coriobacteria (0,75%, 1,14%, 0,87%), Clostridia (6,63%, 4,30%
i 4,10%), Erysipelotrichia (1,28%, 0,75% i 0,89%) i Fusobacteriia (3,61%, 5,80%
12,86%). Do kategorii Pozostate przypisano 14 klas.

W grupie obese stwierdzono nizszy, bedacy na granicy istotnosci statystycznej
odsetek bakterii nalezacych do klasy Actinobacteria (pror = 0,057) w odniesieniu

do grupy control.
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poziom L3 - klasa
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0%
CONTROL OBESE T2DM
Actinobacteria 20,31% 11,45% 14,90%
m Alphaproteobacteria 26,03% 26,58% 22,49%
m Bacilli 28,84% 37,94% 28,12%
Clostridia 6,63% 4,30% 4,10%
m Coriobacteriia 0,75% 1,14% 0,87%
m Erysipelotrichia 1,28% 0,75% 0,89%
Fusobacteriia 3,61% 5,80% 2,86%
® Gammaproteobacteria 7,93% 6,68% 20,02%
u Pozostale 3,01% 3,84% 4,20%
mInne 1,54% 1,47% 1,55%

Rycina 35. Udziat procentowy bakterii na poziomie klasy w grupach badawczych oraz w grupie kontrolnej.

Na poziomie L4, zidentyfikowano OTU's nalezace do tacznie 43 rzedow (ang.
order). W obrgbie tej liczby, 14 rzedow wystepowato w odsetku > 1%, a pozostate 29,
stanowito znikome wartosci w kazdej z badanych grup (rycina 36). Najwigkszy udziat
procentowy odnotowano w odniesieniu do rzedow: Lactobacillales (18,94%, 22,63%
i 24,23%), Rhizobiales (22,99%, 15,22% i 16,96%) oraz Micrococcales (12,08%, 7,20%
I 12,57%). Wzgledny odsetek procentowy rzedu Bifidobacteriales w grupie kontrolne;j
(5,49%) byt wyzszy i istotny statystycznie (pror = 0,001) w stosunku do grupy obese
i T2DM (odpowiednio: 0,29% i 0,69%). W grupie pacjentow otylych znaczng przewage
procentowa w odniesieniu do pozostatych analizowanych grup zaobserwowano
w przypadku rzedow: Sphingomonadales (10,46% vs. 1,10% - control i 4,61% - T2DM)
oraz Bacillales (15,31% vs. 9,91% i 3,89%), ale rdznice istotne statystycznie odnotowano
tylko dla rzgdu Sphingomonadales (pror = 0,028), Roznice te byly wigksze,
gdy poréwnywano grupy obese i control (prpr = 0,043) niz T2DM i control
(pror = 0,087). Z kolei w grupie pacjentdow z cukrzyca typu 2 i otyloécig udziat
procentowy rzedu Enterobacteriales (18,48%) byl prawie czterokrotnie wigkszy
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niz w grupie kontrolnej (4,86%), (pror = 0,087) oraz ponad szeSciokrotnie wigkszy

niz w grupie obese (2,83%), (pror = 0,028).

poziom L4 - rzad

Bacillales
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=
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0,
30% Sphingomonadales
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10% m Rhizobiales
(V]
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Rycina 36. Udzial procentowy bakterii na poziomie rzedu w grupach badawczych oraz w grupie

kontrolnej.

W obrebie poziomu L5, zidentyfikowane OTU's przypisano do tacznie 100
rodzin (ang. family), z ktorych zaledwie 25 wystgpowato w ilosci wigkszej niz 1% (rycina
37). Najwiekszy wzgledny odsetek w analizowanych grupach nalezat do rodzin:
Streptococcaceae (control — 14,73%, obese - 1341% i T2DM - 12,15%)
oraz Bradyrhizobiaceae (19,38%, 13,90% i 14,73%). W udziale procentowym
poszczegbdlnych rodzin wyrdzniajace byly: w grupie obese wysoki, lecz nieistotny
statystycznie odsetek Staphylococcaceae (12,61% vs. 0,88% - control i 0,99% - T2DM)
oraz istotnie wysoki odsetek Sphingomonadaceae (10,41% vs. 1,08% - control i 4,53% -
T2DM), (pror = 0,05). Z kolei w grupie kontrolnej stwierdzono istotnie wyzszy
niz w pozostatych grupach odsetek bakterii nalezacych do rodziny Bifidobacteriaceae

(pror = 0,002).
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poziom L5 - rodzina

OBESE
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m Carnobacteriaceae
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Rycina 37. Udzial procentowy bakterii na poziomie rodziny w grupach badawczych oraz w grupie
kontrolnej.

Zastosowany w legendzie skrot ,,NA” (ang. not assigned), oznacza niezidentyfikowana rodzing nalezaca

do rzedu Bacillales.

Na poziomie L6 zidentyfikowane OTU's przypisano do 175 rodzajow (ang.
genus), z ktorych 24 wystepowaty w ilosci wigkszej niz 1% (rycina 38). Najwiekszy
udzial procentowy w analizowanych grupach nalezat do rodzaju Nitrobacter (19,27%,
13,89% i 14,67%) oraz Streptococcus (14,66%, 12,91% i 12,14%). Podobnie
jak powyzej, tj. na poziomie rodziny, w grupie obese odnotowano znacznie wyzszy,
lecz nieistotny statystycznie w odniesieniu do pozostalych grup badawczych odsetek
rodzaju Staphylococcus (12,61% vs. 0,87% - control i 0,99% T2DM) i Sphingomonas
(10,42% vs. 1,04% - control i 4,53% - T2DM). Z kolei w grupie T2DM zaobserwowano
podobna, lecz réwniez nieistotng statystycznie tendencje wzrostowa, w odniesieniu
do bakterii z rodzajow: Lactobacillus (8,62% vs. 0,58% - control, 2,61% - obese)

oraz Escherichia (18,42% vs. 4,84% - control, 2,83% - obese). W grupie kontrolnej
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stwierdzono wyrdzniajacy oraz istotny statystycznie odsetek rodzaju Bifidobacterium
(5,47% vs. 0,28% - obese i 0,69% - T2DM) (pror = 0,009).

poziom L6 - rodzaj
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=)
z 50%
S, 40%
T 30%
= 20%
10%
0%
CONTROL OBESE T2DM
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m Kurthia m Granulicatella Geodermatophilus = Gemella
Fusobacterium Ethanoligenens m Escherichia m Devosia
m Corynebacterium Cellulosimicrobium Bifidobacterium Atopobium
m Agrobacterium m Acinetobacter

Rycina 38. Udziat procentowy bakterii na poziomie rodzaju w grupach badawczych oraz w grupie

kontrolnej.

W przypadku dwoch rodzin: Ruminococcaceae i Lachnospiraceae - ,,0”— ( ang. other), oznacza

niejednoznaczny wynik przyréwnania.

Na poziomie L7, operacyjne jednostki taksonomiczne zostaly przypisane
do 149 gatunkoéw (ang. species), z czego 29 wystepowato w ilosci wigkszej niz 1% (rycina
39). We wszystkich trzech grupach dominujace byly: niejednoznaczne gatunki nalezace
do rodzaju Streptococcus (13,18% - control, 10,35% - obese i 9,36% - T2DM),
i Nitrobacter (19,27% - control, 13,89% - obese, 14,67% - T2DM)
oraz Cellulosimicrobium cellulans (5,01% - control, 4,14% - obese, 9,28% - T2DM).
W grupie pacjentdow otylych zaobserwowano znacznie wyzszy procent gatunkow
Staphylococcus aureus (12,58% vs. 0,82% - control i 0,95% T2DM) i Sphingomonas
adhaesiva (10,39% vs. 0,93% - control i 4,50% - T2DM). W grupie pacjentdw z cukrzyca

typu 2 i otylo$cig, dominowat niejednoznaczny gatunek z rodzaju Escherichia (18,42%
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vs. 4,84% - control i 2,83% - obese). Z kolei w grupie kontrolnej wsrod gatunkow
z rodzaju Bifidobacterium (5,47%), ktore na poziomie L6 stanowity istotnie statystycznie
wyzszy odsetek w odniesieniu do grupy obese i T2DM, byty: Bifidobacterium animalis
(5,20%), Bifidobacterium adolescentis (0,15%), Bifidobacterium longum (0,10%)
i Bifidobacterium bifidum (0,02%). W zadnej z analizowanych grup na tym poziomie

nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic gatunkowych.

poziom L7 - gatunek
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Streptococcus parasanguinis Streptococcus agalactiae u Staphyvlococcus aureus
Sphingomonas adhaesiva m Ruminococcaceae; Other;Other u Rothia;Other
B Pseudomonas aeruginosa Nitrobacter;Other Leptotrichia wadei
= Lactobacillus; Other m Lactobacillus salivarius u Lactobacillus gasseri
Lactobacillus casei m Lachnospiraceae; Other; Other o Kurthia gibsonii
Granulicatella;Other B Geodermatophilus; Other m Gemella;Other
Fusobacterium periodonticum Ethanoligenens harbinense B Escherichia;Other
H Devosia riboflavina Corynebacterium tuberculostearicum Cellulosimicrobium cellulans
Bifidobacterium animalis Atopobium parvulum u Agrobacterium tumefaciens

® Acinetobacter johnsonii

Rycina 39. Udzial procentowy bakterii na poziomie gatunku w grupach badawczych oraz w grupie
kontrolnej.
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5.7 Analiza korealcji

Uzyskane na kazdym poziomie taksonomicznym dane mikrobiologiczne zostaly
skorelowane z parametrami klinicznymi pacjentow (cholesterol catkowity, LDL, HDL,
TG, ALT, poziom glikemii i HbAlc), a takze wiekiem i wskaznikiem BMI. W analizie

zastosowano dwie metody: korelacj¢ Pearson'a i Spearmana.

W grupie pacjentow otylych stwierdzono istotne statystycznie, silne korelacje

pomiedzy:

e poziomem glikemii, a bakteriami na poziomach od L5 do L7:
niezidentyfikowanym gatunkiem (L7) z rodzaju Methylopila, nalezacym
do rodziny (L5) Methylocystaceae (Pearson, r = 0,78, pror = 0,013). Z kolei
na poziomie L4 zaobserwowano ujemng korelacj¢ pomi¢dzy poziomem glikemii,
a bakteriami z rzgdu Rhodospirillales (Spearman, p = - 0,72, pror = 0,026).

e stezeniem cholesterolu HDL, a bakteriami z rzedu Pseudomonadales (Pearson,

r=0,70, pror = 0,043, a takze gatunkami przedstawionymi w tabeli 9.

Tabela 9. Istotne statystycznie korelacje pomiedzy stezeniem cholesterolu HDL, a bakteriami na poziomie

L7 w grupie pacjentéw z otytoscia.

Typ Gatunek Wspolczynnik Wartos$¢ p(FDR)
Pearson'a
Firmicutes *Lactococcus_NA 0,83 < 0,001
Actinobacteria | *Gordonia_NA 0,72 0,023
Proteobacteria | Pseudomonas aeruginosa 0,83 < 0,001
Proteobacteria | Haemophilus parainfluenzae 0,70 0,031
*NA — oznacza niezidentyfikowany gatunek, nalezacy odpowiednio do rodzaju Lactococcus
i Gordonia.

e stezeniem trojglicerydow a bakteriami nalezacymi do typu Actinobacteria
(Pearson, r = 0,65, pror = 0,027)

e aktywnosciag enzymu ALT, a bakteriami na poziomach od L2 do L4
Mycoplasmatales (Pearson, r = 0,72, pror = 0,031)

e indeksem BMI, a bakteriami z rzgedu Bacillales (Spearman, p = 0,73, prpr

= 0,017) — korelacja dodatnia
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Nie zaobserwowano natomiast korealcji na zadnym z poziomoéw taksonomicznych

w stosunku do parametréw: cholesterol catkowity, LDL, HBA1c oraz wieku.

W grupie pacjentéw z cukrzyca typu 2 oraz otyloscig zaobserwowano istotne

statystycznie, silne korelacje pomigdzy:

poziomem glikemii a bakteriami na poziomach od L4 do L7: Rhodococcus
erythropolis (Pearson, r = 0,69, pror = 0,019) a takze Staphylococcus capitis
(Pearson, r = 0,74, pror = 0,008) i niezidentyfikowanym gatunkiem z rodzaju
Alkalibacterium (Pearson, r = 0,69, pror = 0,019), nalezacymi do Bacillales.
Korelacja na poziomie rzedu Bacillales byla rowniez istotnie silna w tescie
korelacji Spearman‘a (p = 0,065, pror=0,031).

wskaznikiem BMI a bakteriami z rodzaju Rothia (Pearson, r = 0,75,
pror = 0,003, Spearman, p = 0,67, pror = 0,007) oraz ujemna korelacje¢
z bakteriami nalezacymi do rodziny Promicromonosporaceae, (Spearman,
p =-0,67, pror = 0,018)

stezeniem HDL, a bakteriami na poziomach od L4-L7, przedstawionymi
w tabeli 10.

Tabela 10. Korelacje pomiedzy stezeniem cholesterolu HDL, a bakteriami na poziomie L7 w grupie

pacjentéw z cukrzycg i otyloscia.

Typ Gatunek Wspélezynnik Wartos¢ p(FDR)
Pearson a
Actinobacteria Bifidobacterium animalis 0,87 < 0,001
Bacteroidetes Dysgonomonas_NA 0,87 <0,001
Firmicutes Anaerococcus prevotii 0,87 <0,001
Proteobacteria Comamonadaceae_NA 0,87 <0,001
Proteobacteria Marinomonas_NA 0,87 <0,001
Proteobacteria Diaphorobacter NA 0,86 <0,001
Proteobacteria Phyllobacterium myrsinacearum 0,85 <0,001
Bacteroidetes Cloacibacterium rupense 0,79 <0,001
NA — podobnie jak powyzej oznacza niezidentyfikowane gatunki, nalezace do wymienionych

w tabeli rodzajow.
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e odsetkiem HbAlc, a bakteriami nalezacymi do typu: Proteobacteria (Spearman,

p = - 0,57, pror = 0,034), a takze z bakteriami na poziomach od L5 do L7,

wymienionymi w tabeli 11.

Tabela 11. Korelacje pomigdzy odsetkiem HbAlc, a bakteriami na poziomie L7 w grupie pacjentow

z cukrzyca i otyloscia.

Typ Gatunek Wspélezynnik Wartosé¢ p(FDR)
Pearson’a
Firmicutes Clostridiales NA 0,84 < 0,001
Firmicutes Enterococcus cecorum 0,73 0,001
Firmicutes Anoxybacillus_NA 0,73 0,001
Actinobacteria Olsenella_NA 0,73 0,001
Bacteroidetes Riemerella anatipestifer 0,73 0,001
Firmicutes Bacillus simplex 0,73 0,001
Firmicutes Erysipelothrix_NA 0,73 0,001
Firmicutes Butyricicoccus_ NA 0,73 0,001
Firmicutes Ethanoligenens harbinense 0,73 0,001
Actinobacteria Georgenia satyanarayanai 0,73 0,001
Actinobacteria Bifidobacterium bifidum 0,71 0,002
Actinobacteria Collinsella aerofaciens 0,65 0,014

W odniesieniu do pozostatych parametrow: cholesterolu catkowitego, stgzenia LDL,

trojglicerydow, aktywnosci enzymu ALT oraz wieku nie zaobserwowano statystycznie

istotnych korelacji.

W grupie kontrolnej

ciekawa obserwacja bylo

stwierdzenie istotnej

statystycznie, dodatniej korelacji pomiedzy stgzeniem HDL, a bakteriami z rzedu

Lactobacillales (Pearson, r = 0,64, pror = 0,007), a zarazem ujemnej korelacji tych

bakterii ze stgzeniem LDL (Pearson, r = - 0,57, pror = 0,003).

Pozostale korelacje w tej grupie wystepowaty pomiedzy:

e stezeniem cholesterolu calkowitego, a bakteriami z gatunku Mycoplasma

salivarium (Pearson, r = - 0,63, pror = 0,017 - ujemne Kkorelacje istotne

statystycznie od poziomu L2 do poziomu L7), a takze ujemne koralacje
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dla niejednoznacznie przypisanego gatunku nalezgcego do rodzaju
Nesternokonia (Pearson, r= - 0,63, pror = 0,024) i Streptococcus sobrinus
(Pearson, r =-0,62, pror = 0,025)

e stezeniem HDL, a bakteriami wymienionymi w tabeli 12.

Tabela 12. Korelacje pomiedzy stezeniem HDL, a bakteriami na poziomie L7 w grupie kontrolnej.

Typ Gatunek Wspélezynnik Wartos¢ p(FDR)
Pearson'a
Firmicutes Mogibacterium_NA 0,73 0,001
Firmicutes Streptococcus_ NA 0,64 0,011
Actinobacteria | Mycobacterium neoaurum 0,64 0,011
Actinobacteria | Actinomyces oris 0,63 0,011
Firmicutes Filifactor alocis 0,62 0,016

e stezeniem trojglicerydow, a gatunkami bakterii, wymienionymi w tabeli 13.

Tabela 13. Korelacje pomiedzy stezeniem trojglicerydow, a bakteriami na poziomie L7 w grupie

kontrolnej.
Typ Gatunek Wspotczynnik Wartos¢ p(FDR)
Pearson a
Firmicutes Filifactor alocis 0,69 0,006
Actinobacteria | Mycobacterium neoaurum 0,67 0,008
Firmicutes Ruminococcus_NA 0,66 0,008
Firmicutes Mogibacterium_NA 0,61 0,025
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6 DYSKUSJA

6.1 Wybor materialu klinicznego do badan

W obecnych pracach dotyczacych poszukiwania zwigzkdw pomigdzy mikrobiota,
a otytoscia, czy cukrzycg typu 2 lub innymi chorobami metabolicznymi, gtownym
narz¢dziem badawczym jest metoda sekwencjonowania nowej  generacji.
Z kolei podstawowym, wyjsciowym materiatem, poddawanym po odpowiedniej obrobce
analizom metagenomicznym, sg izolaty z bakteryjnym DNA, pochodzace
z probek katu, pobranego od pacjentéw. W ten sposdb poznawana jest mikrobiota jelita
grubego [111]. W niektorych pracach sugerowane jest inne podejécie, ktore zaktada,
ze tego typu badania powinny uwzglednia¢ przede wszystkim mikrobiote jelita cienkiego
[111], [112]. Dotychczas w literaturze rzadko poruszana jest tematyka badawcza,
obejmujaca analize mikrobiologiczng goérnych czg¢éci przewodu pokarmowego,
np. dwunastnicy, szczegélnie, w przebiegu otytosci lub cukrzycy [111], [112]. Glowna
przyczyna braku prac o tej tematyce tkwi w trudnym dostepie do proksymalnych
odcinkow jelita [112], poniewaz pobranie bioptatow zwigzane jest z interwencja
chirurgiczng, wymagajaca zastosowania gastroskopu. Innym powodem jest ograniczona
przez kwasne pH Zotadka i obecno$¢ enzymow trawiennych liczba bakterii, ktore
zasiedlaja jelito cienkie [24]. Najwiecej danych literaturowych, opartych na badaniach
mikrobioty dwunastnicy mozna odnalez¢ glownie w odniesieniu do pacjentow

pediatrycznych z celiakig [113], [114], [115].

W  niniejszej pracy po raz pierwszy w Polsce zostala przedstawiona
i scharakteryzowana struktura mikrobioty blony $§luzowej dwunastnicy u pacjentow
z otylo$cia, a takze z cukrzyca typu 2 i otyloscig. Odcinek dwunastniczy potozony
jest na skrzyzowaniu pomiedzy zotadkiem, wydzielajacym enzymy trawienne,
a absorbujagcymi substancje odzywcze jelitem czczym oraz kretym [110]. Ze wzgledu
na strategiczng pozycje w przewodzie pokarmowym dwunastnica odgrywa wazne
funkcje zwigzane z procesem trawienia oraz przyswajania sktadnikow odzywczych [116].
W zwigzku z tym struktura mikrobioty w obrgbie tego odcinka jest warta zbadania,
a zastosowana w prezentowanej pracy metoda sekwencjonowania nowej generacji,

wpisuje si¢ w obecne trendy badan mikrobiologicznych.
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6.2 Metodyka oraz narzedzia do przygotowania i analizy materialu badawczego

Proces sekwencjonowania do prezentowanych badan przeprowadzono
na platformie MiSeq firmy Illumina, ktérej sprzet jest obecnie najczesciej wybierany
wsrod naukowcow. Amplifikacje wykonano przy uzyciu hiperzmiennych regionéw V3-
V4, zalecanych przez producenta sekwenatora. Problem wyboru odpowiednich regionow
bakteryjnego genu 16S rRNA w badaniach mikrobioty cztowieka jest szeroko
dyskutowanym zagadnieniem. Do tej pory nie ustalono uniwersalnego rozwigzania,
pozwalajgcego na zastosowanie konkretnej pary starterow w zaleznosci od rodzaju
materialu i miejsca pobrania od pacjenta. W badaniach naukowych czesto uzywane
sa regiony V1-V3, V3-V5, V6-V9, V3-V4, lub V1-V9 [117], [118], [119]. Chociaz kazdy
z nich umozliwia wglad w spoleczno$¢ bakterii wystepujacych w probece, nalezy
uwzglednié, ze rezultaty badan moga by¢ odmienne. Pordwnawcze prace wykazaty
np., ze V1-V3 pozwala na uzyskanie lepszych rezultatow w kontekscie réznorodnosci
bakterii niz V3-V5, ale z drugiej strony nie jest odpowiedni do identyfikacji bakterii
nalezacych do rodziny Bifidobacteriaceae [117]. Alternatywnym rozwigzaniem mogtoby
by¢ sekwencjonowanie catej dtugosci genu 16S rRNA, przy uzyciu sekwencjonowania
trzeciej generacji, ale jak juz wspomniano we wstepie, technologia ta generuje znaczny
odsetek btedoéw, a to moze skutkowa¢ niewtasciwym dopasowaniem do poziomu
taksonomicznego, co wigcej koszty takiej metody znacznie przekraczaja

sekwencjonowanie drugiej generacji [8].

Przyczyna rozbieznosci w uzyskiwanych wynikach moze réwniez by¢ skutkiem
zastosowania odmiennych protokotéw 1 zestawow do izolacji bakteryjnego DNA
z materiatow klinicznych. Wedlug Thomas'a, Clark’a i Doré wczesniejsze etapy
przygotowania probek nie majg wplywu na wyniki, podkreslane jest natomiast nadrzgdne

znaczenie wyboru regionow [117].

Bazujac na dotychczasowych badaniach przeprowadzonych w Katedrze
Mikrobiologii CMUJ, zaro6wno wybor zestawu do izolacji jak i1 zakres czynnos$ci
opisanych w protokole majg istotne znaczenie w liczebnos$ci uzyskiwanych po ekstrakcji
taksonéw [108], wigc ten aspekt réwniez powinien by¢ brany pod uwagg, przede
wszystkim w procedurze przygotowania probek do tak czulej techniki, jaka jest
sekwencjonowanie. W obecnej pracy oprocz komercyjnego zestawu zastosowano

dodatkowa, poprzedzajaca wlasciwa ekstrakcje metodg, polegajaca na lizie
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enzymatycznej oraz mechanicznej, dzigki czemu mozliwe bylo zwigkszenie czulosci
uzyskiwanych wynikow. Ponadto kazdy etap podlegal kontroli wewnetrznej (pomiar
stezenia izolatéw, walidacja produktu PCR oraz kontroli ujemnej przy uzyciu
elektroforezy, dodatkowa ocena stg¢zenia probek po procesie poolowania, kontrola
wewnetrzna sekwencjonowania w postaci PhiXa, odtgczenie po sekwencjonowaniu z puli
probek badanych odczytow, ktore zostaly wygenerowane w kontroli ujemnej). Ostatnia
kwestia — usuniecie odczytow zdefiniowanych w kontroli negatywnej z probek
klinicznych, jest rébwniez istotna przy ostatecznej ocenie taksonomicznej, szczegolnie,
gdy do amplifikacji zastosowano metod¢ nested-PCR. Pominigcie tego etapu moze
skutkowaé przeszacowaniem OTU's, co z kolei przektada si¢ na jako$¢ 1 wiarygodnosé
uzyskanych wynikéw. Otrzymana w niniejszych badaniach catkowita liczba OTU'S,
ktoéra mozna utozsamiac z liczbg gatunkoéw, wyniosta 438 1 odpowiada rzedowi wielkosci,

ktory podawany jest w danych literaturowych dla odcinka dwunastniczego [120].

Kolejnym aspektem, na ktory nalezy zwrdci¢ uwage przy interpretacji wynikow
1 pordwnywaniu z innymi pracami jest wybor oprogramowania do analizy sekwencji
oraz bazy danych, pozwalajacych na klasyfikacj¢ taksonomiczng. Obecnie dostepnych
jest kilka propozycji, ale najczgsciej uzywane sg klasyfikatory takie jak RDP, 16S
Classifier, SILVA, GreenGenes, BLAST i1 OTT oraz oprogramowania z opcj3
Klasyfikacji: Qiime, lub MG-RAST [118], [121]. Mimo duzego wyboru i ogodlnej
dostepnosci tych narzedzi, klasyfikacja na poszczegolnych poziomach taksonomicznych
moze wyglada¢ odmienne w zaleznos$ci od zastosowanego klasyfikatora. Przyktadowo
RDP, SILVA 1 16S Classifier majg ograniczony zakres ustalania taksonomii
do poziomu rodzaju. Przy uzyciu SILVA i 16S Classifier nie jest mozliwa identyfikacja
gatunkowa, a w przypadku RDP, konieczne jest wcze$niejsze przeprogramowanie
algorytméw celu sklasyfikowania gatunku, co niestety nie zawsze gwarantuje uzyskanie
wiarygodnych wynikoéw. Tego typu problemy szczegdlowo zostaly omowione m.in.

w pracy Gao i Tuzhikov [122], [123].

Kazdy z wymienionych wcze$niej klasyfikatorow, ma w swojej bazie danych
wiele taksonow, ktore nie wystgpuja w innych bazach. Na podstawie powyzszych
przyktadow przeprowadzono analiz¢ porownawcza, ktora wykazata, ze tacznie az 89%
rodzajow jest unikalnych dla SILVA, RDP, GreenGenes lub NCBI. Najwiecej wspdlnych
taksonow majg bazy NCBI 1 SILVA (60% na poziomie klasy i 10% na poziomie rodziny
1 rodzaju). W przypadku poroéwnania bazy NCBI i1 pozostatych klasyfikatorow odsetek
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ten jest znacznie nizszy i1 wynosi odpowiednio 23% 1 5% dla RDP oraz 13% 1 2%
dla GreenGenes [124]. W publikacji Balvociute i Huson proponowane jest zastosowanie
bazy NCBI przy wykonywaniu analiz na réznych poziomach taksonomicznych. Baza
ta aktualizowana jest codziennie i zawiera nazwy oraz sekwencje wszystkich
mikroorganizmow. Opracowywana jest na podstawie aktualnej literatury oraz ponad 150
zrodet (np. ,,Catalog of Life”, czy ,,Name Bank’) [124]. Inne badania przeprowadzone
przez Lindgreen wykazaty, ze obecnie zaden z klasyfikatoréw nie moze by¢ uznany

za najlepszy do analizy sekwencji [125].

W niniejszej pracy postuzono si¢ autorskim oprogramowaniem firmy Bioldea.
Opracowana baza danych sekwencji - BioMetal 6SRef, powstata na podstawie danych,
pochodzacych z wielu zrodet — przede wszystkim baz: Greengenes oraz NCBI. Okresowe
i automatyczne aktualizowanie bazy BioMetal6SRef, umozliwia ciaggte wzbogacanie jej
o nowe sekwencje mikroorganizmow. Pakiet BioMetal6S pozwolit na identyfikacje
bakterii z doktadnoscig 98,50% do poziomu rzedu i 95,96 % do poziomu rodzaju.
Na poziomie gatunku warto$¢ ta jest znacznie nizsza - 39,61% ze wzgledu na szereg
sekwencji, ktore wykazywaly wysoki (na poziomie 97%), lecz identyczny procent
podobienstwa. Problem ten jest nieunikniony, gdy sekwencjonowaniu poddawane
sg krotkie fragmenty. Wowczas zazwyczaj automatycznie wybierany jest pierwszy
w kolejnosci wynik, co nie zawsze odzwierciedla prawidlowe postgpowanie. Z tego
powodu, do analizy na poziomie L7 zostaly uwzglednione tylko te OTU's, ktére

jednoznacznie zostaly przypisane do danego gatunku.

6.3 Analiza uzyskanych wynikow w kontekscie innych prac badawczych

W analizie biordznorodno$ci zarowno w obrgbie probek (alfa réznorodnosc)
jak 1 pomiedzy probkami (beta réznorodnos$¢) w badanych grupach uwage zwraca brak
roznic istotnych statystycznie. Wyniki te wskazujg na duze podobienstwo flory
bakteryjnej, co moze $§wiadczy¢é o znacznym udziale wspdlnych bakterii, tworzacych
tzw. rdzen mikrobioty odcinka dwunastniczego. W zwigzku z tym mozna
si¢ spodziewac, ze roznice w profilach bakteryjnych pomiedzy grupami badawczymi

beda dotyczyty nieznacznej ilosci taksonow.
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Proksymalna czgs¢ jelita cienkiego — w tym dwunastnica oprécz wspomnianego
wczesniej kontaktu z enzymami trawiennymi zotadka, wystawiona jest takze
na dziatanie kwasoéw zotciowych i enzyméw trzustkowych, co moze wplywac
na zmniejszenie roznorodnosci 1 liczebnosci mikrobioty, w przeciwienstwie
do mikrobioty dystalnej cz¢sci jelit. Wedlug szacunkowych danych, liczba bakterii
w dwunastnicy miesci sie w granicach 10* — 102 CFU/ml [126] lub wedtug innego zrodta
103-10% [24]. W zwiazku z tym mozliwe byto doktadne scharakteryzowanie struktury
mikrobioty btony sluzowej dwunastnicy, o czym $wiadczg krzywe rarefakcji (rycina 31),

ktore osiagnely plateau przy wartosci 7000 odczytow.

W analizowanym materiale, pochodzacym od uczestnikow prezentowanego
badania potencjalnymi bakteriami, ktére mozna okres§li¢ mianem wspdlnego rdzenia
mikrobioty dwunastnicy, dla grupy oséb zdrowych, jak i chorych sg typy: Firmicutes,
Proteobacteria oraz Actinobacteria. Podobne badania na bioptatach dwunastniczych
zostaly przeprowadzone w grupie pacjentéw otytych oraz u zdrowych ochotnikow przez
zespOt Angelakis [116] oraz u 0s6b zdrowych przez zesp6ot Li. W pracy Li zdecydowang
dominacje obserwowano w odniesieniu do typoéw Firmicutes i Proteobacteria. Pozostale
typy wystepowaly w niewielkich ilo$ciach, co jest zgodne z wynikami prezentowanymi
W niniejszej pracy. Dominujagcymi typami w badaniach Angelakis u obu grup bytly
Firmicutes oraz Actinobacteria, a Proteobacteria stanowily znacznie mniejszy odsetek
(9,5% w grupie kontrolnej oraz 4% w grupie pacjentow otytych). Te dysproporcje moga
wynika¢ z ograniczenia uczestnikow badan wytacznie do pici meskiej oraz ich nieduzej
liczebnosci - 5-ciu 0s6b na grupe. Jeszcze inne badania pokazuja, Ze struktura mikrobioty
w obrebie tego samego odcinka moze rézni¢ si¢ istotnie w zaleznosci od rodzaju
pobieranego materiatu. Przyktadowo w probkach ptynu Zotadkowego najwigkszy udziat
procentowy stanowily Firmicutes, Bacteroidetes oraz Actinobacteria, a w btonie §luzowe;j
zoladka byly to: Proteobacteria oraz Firmicutes [127]. W odniesieniu do powyzszych
wynikow, przewaga liczebna Firmicutes oraz Proteobacteria w bioptatach blony sluzowe;j
dwunastnicy pacjentow wydaje si¢ by¢ uzasadniona, poniewaz ta proksymalna cze$é
jelita cienkiego stanowi kolejny odcinek przewodu pokarmowego, oddzielony od zotagdka
jedynie odzwiernikiem [128]. W dalszej cze$ci jelita, przede wszystkim w okreznicy
liczba bakterii nalezacych do typu Proteobacteria spada i zostaje zastgpiona znacznym

udziatem Bacteroidetes.
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W niniejszych badaniach typ Bacteroidetes wystepowal w niewielkim, ale istotnie
statystycznym procencie w grupie pacjentow otytych oraz z cukrzyca typu 2 i otyloscia,
w stosunku do oséb zdrowych. Wyraznie mniejsza liczbe Bacteroidetes w dwunastnicy
zaobserwowano rowniez w pracy Angelakis [116]. Przyczyng moze by¢ ograniczona
dostepnos¢ mucyny, stanowigcej zrodto wegla dla tych mikroorganizméw. Bakterie
nalezace do typu Bacteroidetes charakteryzuje duza ilo§¢ gendw kodujacych enzymy
powodujace degradacje tej glikoproteiny, takie jak: hydrolazy glikozylowe, proteazy,
peptydazy, sulfatazy, sialidazy i neuraminidazy. Natomiast warstwa mucyny w jelicie

cienkim jest znacznie ciensza niz w zotadku i okr¢znicy [129].

W pracach dotyczacych ludzkiego mikrobiomu od dtuzszego czasu podejmowane
sa proby ustalenia wilasciwych dla zdrowia jelit (przede wszystkim jelita grubego)
proporcji  gtownych typow bakterii. W dotychczasowych publikacjach nadal
nie odnaleziono w tym temacie konsensusu. Niektorzy naukowcy wykazuja
w badaniach z udzialem o0so6b otylych tendencj¢ do wzrostu proporcji Firmicutes
do Bacteroidetes (F/B) w porownaniu do oso6b szczuptych oraz zmniejszenie
tego stosunku wraz z utratg wagi [130], [131]. Wiele doniesien prezentuje rowniez
sprzeczne z powyzszym wyniki. W niektorych pracach nie odnaleziono znaczacych
roznic w stosunku F/B pomiedzy osobami szczuptymi i otyltymi zaréwno przed
jak i po utracie masy ciata [105], [132], [133], [134]. W celu okre$lenia proporcji
gtownych typow w blonie sluzowej dwunastnicy na podstawie prezentowanych w pracy
wynikow nalezato postuzy¢ si¢ stosunkiem Firmicutes do Proteobacteria (F/P). Wowczas
cickawg obserwacjag byla tendencja wzrostowa proporcji F/P u o0so6b zdrowych
1 u pacjentow z otytoscia, a odwrotna w grupie pacjentdw z cukrzyca typu 2 i otyloscia.
Wedlug danych literaturowych bakterie nalezace do Proteobacteria wigzane
sa z negatywnym wpltywem na zdrowie czlowieka, przede wszystkim ze wzgledu
na obecno$¢ w $cianie komorkowej endotoksyny - liposacharydu (LPS) [135]. W obecnej
pracy w obrgbie tego typu, uwage zwracal wysoki odsetek procentowy klasy
Gammaproteobacteria w grupie pacjentow z cukrzyca typu 2 i otyloscia (20,02% vs.
7,93% - control i 6,68% - obese). Przewaga liczebna tej grupy moze by¢ zwigzana
z przyjmowaniem przez pacjentow metforminy, powszechnie uzywanej w leczeniu
cukrzycy typu 2. W kilku badaniach wykazano, Ze stosowanie niektorych lekow, w tym
wlasnie metforminy zwigzane jest ze wzrostem liczebno$ci kilku rodzajow bakterii,

nalezacych do klasy Gammaproteobacteria: Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,
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Citrobacter, Salmonella i Proteus [136]. Wyniki te byly spdjne z kilkoma duzymi
badaniami obserwacyjnymi lub interwencyjnymi, a takze w odniesieniu do rodzaju

Escherichia (18,42% vs. 4,84% - control, 2,83% - obese) w niniejszej pracy.

Z kolei w publikacji Li przedstawiona zostala hipoteza, wedtug ktorej obfita
kolonizacja jelit przez Gammaproteobacterie jest pozadanym zjawiskiem, poniewaz
spetniajg one role wydajnych ,,metabolizatorow” weglowodandow. Wnioski te zostaly
sformutowane na podstawie badan flory bakteryjnej jelit pacjentdow po zabiegach
bariatrycznych. Ci sami badacze stwierdzili, ze utrzymywanie si¢ wigkszej liczby
Gammaproteobacteria przez dtuzszy okres czasu moze faworyzowac apoptoze komorek
nabtonka i wywiera¢ negatywny wptyw na zdrowie [103]. Dowiedziono takze, ze dieta
bogata w thuszcze predysponuje do wzrostu udziatu nie tylko tej klasy, ale takze innych
bakterii, nalezacych do typu Proteobacteria w przewodzie pokarmowym cztowieka.
W konsekwencji, zwicksza si¢ przeptyw czastek LPS przez bariere jelita i indukowany
jest stan zapalny, ktéry moze prowadzi¢ do rozwoju otytosci i cukrzycy. Dodatkowo,
tluszcze nasilajg  produkcje zofci, ktora ma nie tylko silne dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe, ale takze jest detergentem, ktory moze mieé¢ wplyw
na przepuszczalno$¢ blony sluzowej 1 posredniczy¢ w nadmiernej przepuszczalnosci LPS
[104]. Sugeruje sig, ze Proteobacteria mogg ulega¢ translokacji do tkanek jeszcze przed
rozwojem cukrzycy typu 2 [137]. Zaréwno w badaniach na zwierzetach jak i na ludziach
zaobserwowano, wigksza liczb¢ wszystkich bakterii we krwi U 0sobnikéw majacych
predyspozycje do rozwoju cukrzycy, co wigcej, u wszystkich uczestnikow rdzen

mikrobioty nalezal w 85-90% do tego typu [138].

Rezultaty powyzszych badan wzbogacaja argumentacj¢ do teorii translokacji
bakterii do tkanek, a tym samym spadek ich liczebnosci w jelicie grubym [135].
Opisywane zmiany mogg jednak ulec odwrdceniu w wyniku stosowania leczenia
szczepem probiotycznym Bifidobacterium animalis subsp. lactis 420 (B420), ktore
w badaniach na myszach, przeprowadzonych przez zespét Amar'a spowodowaly
redukcje adherencji bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (nalezacej do typu
Proteobacteria) do $luzowki jelita oraz ograniczenie translokacji. W efekcie doszto
do normalizacji stanu zapalnego tkanki thuszczowej. RoOwnie obiecujace wyniki uzyskano
w pracach Stenman'a oraz Million'a. Zastosowanie Bifidobacterium animalis subsp.
lactis doprowadzito do utraty masy ciata i zmniejszonej akumulacji thuszczu, a takze

poprawito tolerancje glukozy u myszy poddanych diecie bogatej w ttuszcze. Podobnie
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jak w uprzednio wspomnianych badaniach, potwierdzono takze ograniczong adherencje
bakterii do §luzowki jelita, a takze zmniejszenie poziomu LPS [139]. W innych badaniach
zaobserwowano, ze zastosowanie metforminy w potaczeniu z B420 przynosi znacznie
lepsze efekty w leczeniu cukrzycy [140]. Powyzsze wyniki stanowig kolejng solidng
argumentacj¢, przemawiajgcg za zastosowaniem Bifidobacterium animalis w redukcji
metabolicznej endotoksemii oraz do opracowania strategii terapeutycznej, opartej
0 Kontrole translokacji bakterii i dysbioze Sluzowki w przebiegu cukrzycy typu 2,
polaczonej z otytoscig lub zespotem metabolicznym [141]. Do tej pory w dost¢pnej
literaturze znaleziono tylko jedna prace, w ktorej przeprowadzono badania kliniczne
na ludziach, dotyczace wptywu Bifidobacterium animalis ssp. lactis 420. W grupie
wolontariuszy z nadwaga i otyloscig po przyjmowaniu B420, zaobserwowano redukcje
masy ciata 1 tluszczu w stosunku do grupy otrzymujacej pacebo. Nie odnotowano
natomiast spadku glukozy we krwi, hemoglobiny glikowanej, czy insuliny,
ale ten rodzaj badan powinien by¢ przeprowadzony gltownie u pacjentow

z zaburzeniami metabolizmu glukozy lub z cukrzyca typu 2 [142].

Z kolei w badaniach podstawowych przeprowadzonych na probkach katu,
pochodzacych od o0s6b otytych, z nadwaga, szczuptych oraz z anoreksja, zaobserwowano,
ze liczba Bifidobacterium animalis byta istotnie wyzsza w grupie osob szczuptych
w porownaniu do otytych. Podobne rezultaty przypisywane sa do og6lnej liczby bakterii
z rodzaju Bifidobacterium w badaniach z udziatem pacjentow z cukrzyca typu 2 [90].
Przytoczone dane oparte sa wytacznie na badaniach jelita grubego i jego zawartosSci.
Zadna z dotychczas opublikowanych prac nie podkresla tych zaleznosci,
w innych odcinkach przewodu pokarmowego. Natomiast zmiany te mozna
zaobserwowaé juz w blonie §luzowej dwunastnicy, a wskazuja na to uzyskane
w prezentowane]j pracy wyniki, w ktorych odsetek bakterii z rodzaju Bifidobacterium
byt istotnie wyzszy w grupie kontrolnej (5,47%), w porownaniu do odsetka u pacjentow
z otyloscia (0,28%) oraz z cukrzyca typu 2 1 otyloscia (0,69%). ZaleznoS$ci
te wystgpowaly takze na wyzszych poziomach taksonomicznych (rodzina
Bifidobacteriaceae i rzad Bifidobacteriales: 5,49% vs 0,29% - obese i 0,69% - T2DM,
pror = 0,002, klasa Actinobacteria: 20,31% vs 11,45% - obese i 14,90% -T2DM, pror =
0,057, typ Actinobacteria: 21,17% vs 12,84% - obese, 15,87% - T2DM, pror = 0,019).

Na poziomie gatunku zwigzek ten nie byl istotny statystycznie, co prawdopodobnie

$wiadczy o tym, ze nie tylko Bifidobacterium animalis, ale rowniez inny/inne gatunki

98



DYSKUSJA

w obrebie rodzaju Bifidobacterium (np. B. adolescentis, B. longum i B. bifidum) moga
wspolnie wywiera¢ widoczny na wyzszych poziomach efekt. Na szczegdlng uwage
zastuguje rowniez wykazanie dodatniego i silnego zwigzku (r = 0,87, p < 0,001)
pomiedzy rodzajem Bifidobacterium, a stezeniem HDL w grupie pacjentow z cukrzyca
typu 2 i otyloscig. W pracy Salamon i wspotautorow zaobserwowano
po sekwencjonowaniu izolatoéw z probek kalu podobny, lecz o przecigtnym nasileniu
zwigzek zarowno w grupie pacjentow z cukrzycg typu 1 (r = 0,46; p = 0,03) jak i 2-go
(r = 0,43; p = 0,03) [43]. Obserwacje te stanowig potwierdzenie zaleznosci pomiedzy
rodzajem Bifidobacterium a st¢zeniem HDL w badaniach przeprowadzonych
na zwierzetach [144], [145], [146].

Zebrane do tej pory wyniki badan §wiadcza o istotnej roli rodzaju Bifidobacterium
w  funkcjonowaniu mikrobiomu jelitowego, zar6wno w czeSci dystalnej
jak i proksymalnej, co wigcej bakterie te mozna rozpatrywaé w kontekscie potencjalnego
markera dysbiozy jelit. Kolejnym krokiem w przysztych badaniach powinno by¢
ustalenie zakresu optymalnych dla zachowania homeostazy wartosci Bifidobacterium,

ktore stanowityby cel terapeutyczny [141].

Podobng zalezno$¢ w odniesieniu do stezenia HDL, lecz w grupie pacjentow
z otyloscia wykazano dla nieznanego gatunku nalezacego do rodzaju Lactococcus (r =
0,83; p < 0,001).Wsrod tego rodzaju dane literaturowe nawigzuja przede wszystkim
do bakterii o wlasciwosciach probiotycznych - Lactococcus lactis [147], [148], [149],
[150].

W badaniach przeprowadzonych na kobietach z hypercholesterolemia
odnotowano, ze po spozywaniu przez okres 7 tygodni jogurtow wzbogaconych m.in. o
ten gatunek bakterii, wzrésl istotnie poziom HDL w surowicy, a jednocze$nie
zaobserwowano znaczny spadek frakcji LDL [147]. W jednej z prac przegladowych
przytoczono wiele badan z udzialem wybranych szczepoéw Lactococcus lactis [150].
Przyktadowo, na podstawie dtugoletnich obserwacji in vitro zaproponowano dwa
mechanizmy dziatania L. lactis, polegajace na adhezji oraz asymilacji cholesterolu, ktore
w konsekwencji prowadza do jego redukcji w podtozu. Z kolei w badaniach in vivo
przeprowadzonych na szczurach, podawanie dwoch szczepow Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis N7 i Lactococcus lactis subsp. lactis 527 wptyneto
na obnizenie cholesterolu catkowitego oraz trojglicerydow w surowicy, a takze wzrost

frakcji HDL w stosunku do cholesterolu catkowitego [150]. Poza rodzajem Lactococcus
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i opisanym wcze$niej Bifidobacterium, réwniez bakterie Lactobacillus zaliczane
sa do probiotykow, ktére wywieraja korzystny wpltyw na zdrowie czlowieka,
m.in. poprzez utrzymywanie homeostazy w jelitach, hamowanie reakcji zapalnych
i translokacji bakterii z jelit. W analizie korelacji w grupie kontrolnej niniejszej pracy
wykazano pozytywny wplyw rzedu Lactobacillales na stezenie HDL (Pearson,
r = 0,64, pror = 0,007) oraz spadek tych bakterii wraz ze wzrostem stgzenia LDL
(Pearson, r = - 0,57, pror = 0,003). Jednak w niektorych doniesieniach wyniki
metaanalizy wskazujg, ze bakterie z rodzaju Lactobacillus oprocz korzystnego dziatania
maja takze wptyw na przyrost wagi [151], co mozna rozwazy¢ w kontekscie uzyskanych
w obecnej pracy wynikow, w ktorych zaobserwowano tendencj¢ wzrostowa rodzaju
Lactobacillus w grupie pacjentow z otyloscig (2,61%) oraz z cukrzyca typu 2
1 otytoscia (8,62%) w stosunku do 0sob zdrowych (0,58%). Rownie ciekawe obserwacje,
potwierdzone na razie na modelu zwierzecym zaobserwowano w odniesieniu do gatunku
Lactobacillus salivarius, ktory produkuje bakteriocyny, co wplywa na zwigkszenie
liczebnosci Bacteroidetes oraz Proteobacteria i zmniejszenie stezenia Actinobacteria
[152]. Wyniki te moga tlumaczyé zaobserwowany istotnie statystycznie wzrost typu
Bacteroidetes, tendencj¢ wzrostowa Proteobacteria, a zarazem istotny statystycznie

spadek Actinobacteria w grupie pacjentdw z otytoscig oraz z cukrzycg typu 2 1 otyloscia.

W analizie korelacji, najwigcej zwiazkéw z parametrami biochemicznymi
pacjentdw, zaobserwowano na poziomie gatunku. Wéréd nich, uwage zwraca spora ilo$¢
bakterii, ktore bardziej zwigzane sg ze Srodowiskiem zewnetrznym niz fizjologiczng
mikrobiotg czlowieka. Ich obecno$§¢ moze wynika¢ z kontaminacji na etapie izolacji.
W literaturze znaleziono kilka prac wraz z lista mikroorganizméw, ktore stanowig czeste
zrodto zanieczyszczen w zestawach odczynnikow uzywanych do ekstrakcji DNA [153].
W niniejszej pracy, po izolacji bakteryjnego DNA, do dalszych etapow przygotowania
materiatu (poczawszy od przygotowania reakcji PCR po sekwencjonowanie) wtaczono
kontrole negatywne. Natomiast jak juz wcze$niej wspomniano, po procesie
sekwencjonowania usuni¢to z uzyskanych danych te odczyty, ktore wystepowaty
w kontroli ujemnej. W zwigzku z tym kontaminacja na tych etapach zostata
zminimalizowana. Podobny problem opisywany jest w pracy Gosiewskiego
I wspoétautoréow [154]. Po sekwencjonowaniu bakteryjnego DNA, wyizolowanego
z probek krwi pacjentow z sepsa, uzyskano spory odsetek bakterii zyjacych w glebie,

w  wodzie (m.in. Pseudomonadales, Aeromonadales, = Sphingomonadales,
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czy Cellulosimicrobium), lub co byto najwigkszym zaskoczeniem: bakterii wigzacych
azot 1 zyjacych w symbiozie z roslinami motylkowymi (Rhizobiales). Autorzy innej
publikacji wyjasniaja, ze obecno$¢ szczegolnie tych ostatnich bakterii moze by¢ zwigzana
z czestym gromadzeniem azotu zamiast powietrza w ultra czystych zbiornikach
do przechowywania wody [153]. Co ciekawe, DNA tych bakterii wystepowato wytgcznie
w grupie badawczej, nie odnotowano ich natomiast w probkach pochodzacych od oséb
zdrowych. Z kolei w pracy Stearns podobne grupy bakterii byly wlaczone, w sktad
mikrobioty cztowieka, zasiedlajgcych rozne odcinki przewodu pokarmowego [155].
Nie mozna wykluczy¢, ze mikroorganizmy typowe dla §rodowiska zewnetrznego moga
by¢ dostarczane do organizmu wraz z zywnoscig i woda, nie bez znaczenia pozostaje
takze srodowisko, w ktorym przebywa cztowiek oraz kontakt ze zwierzetami. Czynniki
te wplywaja na przekazywanie, a zarazem nabywanie mikrobioty jelitowej [156].
Nie wiadomo natomiast, czy i jak te mikroorganizmy wptywaja na procesy zachodzace
w przewodzie pokarmowym. Wedtug niektérych naukowcow nie powinno si¢ pomijac
w analizie mikrobiomu czlowieka gatunkow, ktore do tej pory zwigzane byty wytacznie
zZ jego otoczeniem, poniewaz zaleznie od warunkéw, moga ostatecznie staé
si¢ chorobotworczymi [157],[158], np. od pierwszego opisu bakterii - Ricettsia parkeri
do powigzania jej z infekcjami u ludzi mingto az 39 lat [159]. Od tego czasu ilos¢
przypadkow zachorowan, w ktorych czynnikiem etiologicznym byla ta bakteria znacznie
wzrosta [157]. Doskonatym przyktadem jest Akkermansia muciniphila, nalezaca do typu
Verrucomicrobia, ktory poczatkowo zawieral gatunki izolowane z gleby. W 2004 r.
po raz pierwszy wyhodowano ten gatunek z probek ludzkiego kalu. W kolejnych latach
wykazano, ze Akkermansia muciniphila stanowi $rednio do ok 5% mikrobioty jelitowe;,
a jej liczebnos$¢ byla istotnie mniejsza w przebiegu cukrzycy i/lub otytosci. Naukowcy
sugeruja, ze bakterie te spetniajg ochronng role przed zaburzeniami metabolicznym [160].
W jednym z badan interwencyjnych po zastosowaniu odpowiedniej diety zaobserwowano
wzrost liczebnosci Akkermansia muciniphila, ktoéry ujemnie korelowal ze stanem

zapalnym, a takze poziomem glukozy i lipidow we krwi pacjentow z otytoscig [161].

Niewykluczone, ze wymienione w niniejszej pracy gatunki srodowiskowe moga
by¢ sktadnikiem tzw. nieaktywnej frakcji mikrobiomu, stanowigcej bakterie uspione
lub martwe [162]. W celu odroznienia tej frakcji od aktywnych metabolicznie komorek,
w kilku pracach sugerowane jest zastosowanie cytometrii przeptywowej potaczonej

z technikg sortowaniem komorek - FCM-CS (aktywne metabolicznie komorki ulegaja
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wybarwieniu pyroning-Y, a pozostate nicaktywne komorki, nie wigzg barwnika) [162]
lub analizy opartej o ekstrakcj¢ i sekwencjonowanie DNA i RNA do scharakteryzowania
calkowitej liczby bakterii (DNA) i aktywnych metabolicznie bakterii (RNA) [163], [164].
W przytoczonych powyzej pracach autorzy wykazali, ze liczba aktywnych metabolicznie
bakterii znacznie r6zni si¢ od catkowitej spolecznosci mikroorganizmow, wsrod ktorej
wigkszos$¢ stanowia formy nieaktywne [162], [163], [164]. W przysztych badaniach
o podobnym charakterze, warto bytoby zwroci¢ uwage na okreslenie oraz rozdzielenie
frakcji bakterii, ktére wystepuja w formie aktywnej od catkowitej liczby bakterii
zasiedlajacych przewdd pokarmowy, w tym bakterii sSrodowiskowych. By¢ moze takie
podejscie zawezitoby ogrom danych, uzyskiwanych po sekwencjonowaniu, do zakresu
obejmujgcego jedynie te bakterie, ktore wplywaja poprzez swoj metabolizm
na prawidtowy lub patologiczny przebieg procesow zachodzacych w przewodzie
pokarmowym. Niestety do tej pory stan wiedzy na temat gatunkéw $rodowiskowych
w konteks$cie mikrobioty czlowieka jest znikomy i nie pozwala na wyciagnigcie
niebudzacych watpliwosci  wnioskoOw. Zagadnienia zwigzane =z kontaminacja
odczynnikow oraz sposobami ich wykluczenia réwniez powinny stanowi¢ wyzwanie
do dalszych badaf, poniewaz interpretacja wzbogaconych o zanieczyszczenia wynikow
moze doprowadzi¢ do wyciagni¢cia btednych wnioskow 1 np. falszywie powigzac
mikroorganizmy z jednostka chorobowa, a takze sta¢ si¢ przyczyng niespojnosci

w badaniach prowadzonych przez r6zne laboratoria [153].
6.4 Podsumowanie

Obecnie zyjemy w epoce genomu, w ktorej technologia sekwencjonowania
nastepnej generacji umozliwia rewolucyjny postgp w zrozumieniu stanu zdrowia
i choroby, a badania oparte o analize 16S rRNA, sprawiajg, ze mikrobiologia przezywa
sw0j ponowny rozkwit. Zache¢ca to do podejmowania nowych wyzwan zwigzanych takze
z metodologia, bioinformatyka i bazami danych. Jedynym problem jest w dalszym ciggu
brak ujednoliconych zasad, przede wszystkim opracowania uniwersalnych starterow,
oraz wyboru oprogramowania i narzgdzi, wykorzystywanych na poczatkowych etapach
obrobki danych, tuz po sekwencjonowaniu. Mimo ograniczen zwigzanych z wyborem
amplifikowanego regionu oraz narzedzi bioinformatycznych, NGS stanowi znacznie
doktadniejsze 1 szybsze rozwigzanie niz dotychczasowe metody fenotypowe

i molekularne. W bazach naukowych, np. Pubmed stale ro$nie liczba badan dotyczacych
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sktadu mikrobioty w przebiegu réznych chorob, proponowane s3g mechanizmy
wyjasniajace patogeneze, a takze sposoby leczenia, opatre m.in. o manipulacj¢ sktadu
mikrobioty. Opisywane wyniki w kontekscie grupy badawczej nie zawsze s3a zgodne
z innymi pracami. Nawet, jezeli wykazywane sg podobienstwa, to nalezy uwaznie, z dozg
dystansu podchodzi¢ do interpretacji wynikéw, szczegdlnie, gdy w badaniach
zastosowano odmienne protokoty. Niemniej jednak istnieje ciagla potrzeba prowadzenia
badan w tej tematyce przez niezalezne osrodki badawcze. Odmienne spojrzenia
na analizowane problemy stanowig podstawe odkry¢, a tym samym nadawanie nowego
kierunku rozwoju, ktory przybliza do ustalenia proceséw, bedacych skladowymi

mechanizmu patofizjologicznego.

Prezentowane w niniejszej rozprawie wyniki podkreslaja ztozono$¢ mikrobioty
btony $luzowej dwunastnicy w obrebie badanych grup. Chociaz mikrobiota w tej czgéci
przewodu pokarmowego wykazuje wspolny rdzen oraz podobienstwo na réznych
poziomach taksonomicznych, to zaobserwowane subtelne, lecz istotne zmiany
w sktadzie ilosciowym 1 jakoSciowym prawdopodobnie inicjuja efekt patogenny, ktory
moze przejawia¢ si¢ nasilonym efektem, prowadzacym do zaburzenia procesow
fizjologicznych (np. zwigkszonej przepuszczalnosci jelit), a tym samym dysproporcji
innych grup mikroorganizméw w dalszych czg¢sciach przewodu pokarmowego. Powyzsze
przypuszczenia wymagaja potwierdzenia w dalszych badaniach, ktore nalezatoby
poszerzy¢ o analiz¢ probek katu, co z przyczyn niezaleznych od badacza nie bylo
mozliwe do zrealizowania w tym projekcie. Dodatkowo cennym, zrédtem informacji
bylaby takze réwnoczesna analiza mikrobioty bioptatow jelita grubego 1 tresci

dwunastniczej.

Niewykluczone, ze w przysztoSci badania metagenomiczne beda elementem
wchodzacym w sklad rutynowej diagnostyki. Wowczas leczenie wzbogacone
o manipulacj¢ sktadem mikrobioty poprzez zastosowanie prebiotykow, probiotykow
lub innych $rodkdw mogtoby dawac znacznie lepsze efekty terapeutyczne, szczegdlnie,
gdyby byto dostosowane indywidualnie do profilu mikrobioty pacjenta i ewentualnych
fluktuacji w jego obrebie, poniewaz kazdy z nas ma swoj unikalny zestaw bakterii,

okreslany mianem molekularnego odcisku palca.
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7 WNIOSKI

1. W celu zbadania struktury mikrobioty btony $luzowej dwunastnicy niezbedne
byto opracowanie metody nested-PCR, ktora pozwolita na zwigkszenie czulosci
1 specyficznosci amplifikowanych do sekwencjonowania izolatow.

2. Zastosowanie metody sekwencjonowania nastepnej generacji w polgczeniu
z autorskim oprogramowaniem oraz baza danych firmy Bioldea -
BioMetal6SRef, pozwolito na identyfikacje 438 OTUs (operacyjnych jednostek
taksonomicznych), ze Srednig doktadnoscia wynoszaca 97,62% (od poziomu typu
- L2 do poziomu rodzaju - L6).

3. Na podstawie analizy beta rdéznorodnosci wykazano, ze struktura mikrobioty
btony S$luzowej dwunastnicy pomiedzy grupami badawczymi jest podobna,
co moze $wiadczy¢ o istnieniu w tym odcinku przewodu pokarmowego
wspolnego rdzenia, obejmujacego bakterie nalezace do typoéw: Firmicutes,
Proteobacteria i Actinobacteria.

4. W odniesieniu do osob zdrowych, grupe pacjentow otytych charakteryzuje
istotnie mniejsza ilo$¢ bakterii nalezacych do typu Actinobacteria, a pacjentow
z cukrzyca typu 2 1 otylodcig istotnie wyzszy odsetek bakterii nalezacych
do typu Bacteroidetes.

5. Zardwno w grupie pacjentOw z otytoScia, jak i cukrzyca typu 2 1 otytoScig
wystepowata istotnie nizsza liczebno$¢ bakterii nalezacych do rodzaju
Bifidobacterium, co zaobserwowano rowniez na wyzszych poziomach
taksonomicznych (rodziny, rzedu, klasy i typu).

6. W analizie korelacji u pacjentow z cukrzyca typu 2 i otyloScia wykazano
pozytywny zwigzek bakterii z rodzaju Bifidobacterium ze stezeniem HDL.
Uwzgledniajac powyzsze wyniki oraz prezentowane w dyskusji dane
literaturowe, bakterie nalezace do rodzaju Bifidobacterium powinny
w przysztosci by¢ rozpatrywa¢ w kontekS$cie potencjalnego biomarkera
w przebiegu zaréwno cukrzycy typu 2 jak i otytoSci.

7. W analizach metagenomicznych niezbedng czynno$cig powinno by¢ usunigcie
z probek klinicznych odczytow przypisanych kontroli negatywnej, w celu
eliminacji kontaminacji. Natomiast odczyty §wiadczace o obecnosci w badanym
materiale bakterii srodowiskowych nie nalezy pomija¢, ze wzgledu na mozliwy

wptyw tych bakterii na etiologi¢ choroby.
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8 STRESZCZENIE

Liczne prace naukowe potwierdzaja, ze w etiologii choréb metabolicznych, takich
jak cukrzyca typu 2, czy otylos¢ oprocz czynnikow $rodowiskowych i uwarunkowan
genetycznych, wazng rol¢ odgrywa réwniez mikrobiota przewodu pokarmowego.
Badania prowadzone z zastosowaniem wysokoprzepustowych technologii, gtownie
sekwencjonowania nastgpnej generacji umozliwiaja wglad w  spotecznosc
drobnoustrojéw, ktore do tej pory w wickszosci przypadkéw nie byly mozliwe
do wyhodowania w warunkach laboratoryjnych. Obecnie uwaga naukowcow
skoncentrowana jest gldwnie na mikrobiocie dystalnej czesci jelit — okreznicy oraz jej
zawarto$ci, pomijane sg natomiast rownie wazne proksymalne odcinki jelit, w ktorych

zachodza poczatkowe etapy trawienia i przyswajania sktadnikéw odzywczych.

Gléwnym celem pracy byta iloSciowa oraz jako$ciowa analiza struktury mikrobioty
btony §luzowej dwunastnicy w grupach pacjentow z otytoscig oraz z cukrzyca typu 2
1 otytoscia, zakwalifikowanych do zabiegu bariatrycznego - rekawowej resekcji zotadka.
Dodatkowo, uzyskane wyniki mikrobiologiczne zestawiono z parametrami klinicznymi:
glikemia, okreslong przez poziom glukozy na czczo i odsetek hemoglobiny glikowane;j,
lipidogramem, obejmujacym stezenie cholesterolu calkowitego, frakcji LDL 1 HDL,
trojglicerydow, a takze wiekiem 1 BMI. Uzyskane wyniki interpretowano w odniesieniu
do grupy kontrolnej, ktorg stanowity zdrowe osoby. Realizacja powyzszych zadan byta
mozliwa dzigki opracowaniu metody nested-PCR, ktéra pozwolita na zwigkszenie
czutosci 1 specyficznosci poddawanych amplifikacji izolatbw. W  wyniku
sekwencjonowania nastepnej generacji na platformie MiSeq (Illumina) oraz analizie
bioinformatycznej uzyskano 438 operacyjnych jednostek taksonomicznych, ktore zostaly
przypisane do odpowiednich poziomdéw systematycznych. Wykazano, ze struktura
mikrobioty btony $luzowej dwunastnicy nie rdzni si¢ istotnie pomiedzy grupami
pacjentow, a osobami zdrowymi, co wigcej mozliwe byto wyodrgbnienie wspdlnego dla
tych grup rdzenia mikrobiologicznego, ktory obejmowat typy: Firmicutes, Proteobacteria
oraz Actinobacteria. Zard6wno w grupie pacjentow z otytoscig jak i z cukrzyca typu 2
zaobserwowano zdecydowanie mniejszg liczebnos$¢ bakterii z rodzaju Bifidobacterium,
w odniesieniu do os6b zdrowych. Zaleznosci te wystgpowaly rowniez na wyzszych
poziomach taksonomicznych: rodziny, rzedu klasy oraz typu. Ponadto w grupie

pacjentdw z cukrzyca typu 2 i otyloscia, liczenos¢ Bifidobacterium dodatnio korelowata
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ze stezeniem HDL. Powyzsze argumenty stanowig podstawe do rozpatrywania
w przysztoSci bakterii z rodzaju Bifidobacterium, jako rodzaj biomarkera
W rozpoznawaniu i leczeniu zaburzen sktadu mikrobioty przewodu pokarmowego

w przebiegu cukrzycy typu 2 i otylosci.

Uzyskane wyniki §wiadczag o tym, ze struktura mikrobioty blony S$luzowej
dwunastnicy na poziomie typu jest wzglednie stata, a zachodzace zmiany ilosciowe
na pozostatych poziomach taksonomicznych, cho¢ sg nieznaczne, moga inicjowac efekt

patogenny, ktory ulega spotggowaniu/wzmocnieniu w dalszych czesciach jelita.
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9 SUMMARY

Numerous scientific studies confirm the fact that a major role is played by
gastrointestinal microbiota, apart from environmental and genetic factors, in the etiology
of metabolic diseases, such as type 2 diabetes or obesity. Research carried out using high-
throughput technologies, especially next-generation sequencing, allows insight into the
community of microorganisms that, up to now and in the majority of cases, we haven’t
been able to culture under laboratory conditions. Currently, the attention of scientists is
mainly focused on the distal intestinal microbiota, i.e. the colon and its contents, while
the equally important proximal parts of the intestine, in which the initial stages of

digestion and absorption of nutrients take place, are overlooked.

The main objective of the study was quantitative and qualitative analysis of the
structure of duodenal mucosa microbiota in groups of patients with obesity and with type
2 diabetes and obesity qualified for bariatric surgery: sleeve gastrectomy. Additionally,
the microbiological results obtained were compared with clinical parameters: blood
glucose level, determined by fasting blood glucose and the percentage of glycated
hemoglobin, lipid profile, including total cholesterol, LDL and HDL, triglycerides, as
well as age and BMI. The results obtained were interpreted with respect to a control group
comprising healthy subjects. The accomplishment of the above tasks was possible owing
to devising the nested PCR method, which enabled us to increase the sensitivity and
specificity of the isolates subjected to amplification. As a result of next-generation
sequencing using MiSeq (lllumina) platform and bioinformatic analysis, 438 operational
taxonomic units were obtained that were assigned to appropriate taxonomic ranks. It was
demonstrated that the structure of duodenal mucosa microbiota does not differ
significantly between groups of patients and healthy individuals. Moreover, it was
possible to distinguish the microbiological core, which these groups had in common,
including the following phyla: Firmicutes, Proteobacteria and Actinobacteria. Both the
group of patients with obesity as well as those with type 2 diabetes presented a
significantly lower number of bacteria of the genus Bifidobacterium, compared to healthy
subjects. These dependencies were also present at higher taxonomic levels: family, order,
class, and phylum. Furthermore, in the group of patients with type 2 diabetes and obesity,
the numbers of Bifidobacterium positively correlated with HDL concentration. The

aforementioned arguments form a basis for considering bacteria of the genus
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Bifidobacterium as a kind of biomarker in the diagnosis and treatment of gastrointestinal
microbiota composition disorders in the course of type 2 diabetes and obesity in the

future.

The results obtained indicate that the structure of duodenal mucosa microbiota at the
phylum level is relatively constant and the quantitative changes taking place at the
remaining taxonomic levels, although minor, may initiate a pathogenic effect that is

intensified/strengthened in later parts of the intestine.
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13 ZALACZNIKI
13.1 Zalacznik nr 1 — Opinia Komisji Bioetycznej UJ

OPINIA
nr KBET/81/B/2010 z dnia 24 czerwea 2010 roku

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
Na zebraniu w dniu 24.06.2010 r. Komisja zapoznala si¢ z wnioskiem zdnia W KRAKOWIE
09.06.2010 r. zlozonym
przez kierownika tematu:  Dr n. med. Tomasz Gosiewski
zatrudnionego w Katedra Mikrobiologii UJCM
31-121 Krakéw, ul. Czysta 18

oraz jego merytorycznym uzasadnieniem dotyczacym przeprowadzenia
cksperymentu medycznego pt. ,Badanie flory bakteryjnej przewodu N
pokarmowego u pacjentéw z cukrzyca typu 1 i 2 oraz otyloscia olbrzymig Komisja Bioetyczna

lub patologiczna poddawanych zabiegowi rekawowej resekcji zotadka”. 11T p—

Do wniosku dotaczono: Jagielloniskiego
. Protokot eksperymentu medycznego.

Informacja dla pacjenta.

Zgoda na udzial w badaniu.

Skierowanie do badania mikrobiologicznego prébek kalu i tkanki dwunastnicy.

Zyciorys naukowy wnioskodawcy.

Oswiadezenie o realizacji projektu w ramach prac badaw czych UICM

Vi a0

Komisja wyraza pozytywna opinic w sprawie przeprowadzenia
wnioskowanych badan - na warunkach okreslonych we wniosku oraz
dodatkowo zastrzegajac:

1/ obowiazek uzyskania pisemnej zgody kazdej osoby w yrazajacej wole (gotowos¢) udziatu w
danym eksperymencie, zgodnie z obowiazujacym przepisami.

2/ obowiazek przedstawienia Komisji:

- wszystkich zmian w protokole majacych wplyw na przebieg oraz oceng badania,

- wszystkich przypadkéw powaznych zdarzen niepozadanych,

- zawiadomienia o przyczynach przedwczesnego zakonczenia badania,

- sprawozdania w toku przeprowadzanych badan - za sze$¢ miesiecy,

- raportu koricowego,

3/ warunek dotaczenia do dokumentacji badania pisemnej zgody kierownika 11 Katedry Ogélnej
UJCM na udzial w badaniu,

4/ warunek przeredagowania formularza ,,Informacja dla pacjenta” poprzez skierowanie jej tresci
do uczestnika badania oraz zastapienia zwrotow medycznych jezykiem zrozumiatym dla
uczestnika.

Badanie moze by¢ prowadzone do dnia 24 czerwea 2011 roku.

Sklad i dzialanie Komisji zgodne z GCP oraz wymogami lokalnymi. Lista

czlonkéw Komisji bioragcych udzial w posiedzeniu stanowi zalgcznik do

niniejszego dokumentu. ul. Jagiellofiska 10

PL 31-010 Krakéw

tel. +48(12) 422 04 11
Krakow, 24 czerwiec 2010 1.
wew. 349

tel./fax +48(12) 431 26 59

kbet@cm-uj.krakow.pl

www.cm-uj.krakow.pl/kbet
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AKCEPTACJA

dot. opinii nr: KBET/81/B/2010 z dnia 24 czerwea 2010 r.

TYTUL BADANIA:

»Badanie flory bakteryjnej przewodu pokarmowego u pacjentow
z cukrzyca typu 1 i 2 oraz z otylocig olbrzymia lub patologiczna
poddawanych zabiegowi r¢kawkowej resekcji zotadka”.

WNIOSKODAWCA:

Dr n.med. Tomasz Gosiewski

Katedra Mikrobiologii UJ CM
31-121 Krakéw, ul. Czysta 18

PRZEDSTAWIONE DOKUMENTY:

Whiosek z dnia 26 sierpnia 2013 r. dotyczacy wyrazenia zgody Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego na przedhuzenie badania do dnia
31 grudnia 2015 r.

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Jagiellonskiego na posiedzeniu
w dniu 26 wrzesnia 2013 r., po zapoznaniu si¢ z wyzej wymienionym
dokumentem, pozytywnie zaopiniowata zgloszong poprawke.

Lista cztonkéw Komisji Bioetycznej bioracych udziat w posiedzeniu:

Przewodniczacy: prof. dr hab. med. Piotr Thor (urolog) - Katedra Patofizjologii UJ CM,
Zastgpea Przewodniczacego: mgr Alicja Widera (psycholog kliniczny) - Szpital Uniwersytecki
w Krakowie,

Czlonkowie:

dr med. Barbara Groszek (toksykolog) - Oddzial Toksykologii i Choréb Wewngtrznych
S8 im. L. Rydygiera w Krakowie sp. z 0.0.,

dr hab. med. Grazyna Bochenek (internista/alergolog/pulmonolog) - 1I Katedra Choréb
Wewngtrznych UJ CM,

dr hab. med. Roman Pfitzner (chirurg ogélny/kardiochirurg) - Klinika Chirurgii Serca, Naczyn
i Transplantologii UJ CM,

dr med. Teresa Pawlik (internista/lekarz rodzinny) - Przychodnia Podstawowej Opieki Zdrowotnej,
Szpital Uniwersytecki w Krakowie,

Barbara Kwinta (pielggniarka) - Poradnia Urologiczna Niepublicznego Zakladu Opieki Zdrowotnej
Grzegbrzki™ w Krakowie,

Dr n.med. Bartosz Grabski (psychiatra) — Katedra Psychiatrii UJ CM.

Krakow, 26 wrzesnia 2013 r. )
Przewodniczacy

Komisji Biogtycznej UJ

Prof. dr Hab. n. med. Piotr Thor

ZAY ACZNIKI

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Komisja Bioetyczna
Uniwersytetu

Jagiellofiskiego

ul. Grzegérzecka 20
PL 31-531 Krakéw
tel. +48 (12) 433 27 39
fax. +48 (12) 433 27 43

kbet@cm-uj.krakow.pl

www.kbet.cm-uj.krakow. pl
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Lista cztonkéw KOMISJI BIOETYCZNEJ UJ bioracych udziat w podjeciu uchwaty dotyczacej
opinii nr: KBET/81/B/2010

9.

- Przewodniczacy: Prof. dr hab. med. Piotr Thor (urologia)

Katedra Patofizjologii UJ CM

. Z-ca Przewodniczacego: Mgr Katarzyna Loster-Bacik (pielegniarka)

Szpital Uniwersytecki w Krakowie

. Dr Jerzy Brusito OFMConv.- PAT, Instytut Bioetyki

. Prof. dr hab. med. Ryszard Lauterbach (neonatolog/pediatra)

Klinika Neonatologii UJ CM

- Mgr Alicja Widera (psycholog kliniczny) - Szpital Uniwersytecki w Krakowie
. Mgr Leszek Kadziela (radca prawny)

. Dr med. Stefan Bednarz (internista/przedstawiciel Okregowej Rady

Lekarskiej) - Katedra Chorob Wewnetrznych i Gerontologii Ul CM

. Dr med. Barbara Groszek (toksykolog)

Oddziat Kliniczny Toksykologii i Chordb Srodowiskowych
WSS im. L. Rydygiera w Krakowie

Prof. dr hab. med. Danuta Czarnecka
I Klinika Kardiologii i Nadci$nienia Tetniczego UICM

10. Prof. dr hab. med. Andrzej Zieba (psychiatra)

Katedra Psychiatrii U] CM

I Dr hab. med. Grazyna Bochenek (interista/alergolog/pulmonolog)

II Katedra Chor6b Wewnetrznych UJ CM

12. Prof. dr hab. med. Wladyslawa Kolasiriska - Kloch (kardiolog)

I Klinika Kardiologii UJ CM

13. Dr med. Teresa Pawlik (internista/lekarz rodzinny)

Przychodnia Podstawowej Opicki Zdrowotnej
Szpital Uniwersytecki w Krakowie

e

¢ Yo

B\‘M\'T'

130



ZAY ACZNIKI

13.2 Zalacznik nr 2 — Karta pacjenta, stworzona na potrzeby niniejszych badan

KARTA PACJENTA

Skierowanie do badania
mikrobiologicznego probek kalu

program — CUKRZYCA/BAKTERIE

Imie i nazwisko pacjenta: ... ... X RO RE R R R AR

Wiek: ..o

> Symbol
Data rozpoznania choroby:............ . probki,

np. Ik'

Rodzaj badane) probki:.... .. ... ..

Rozpoznanie: cukrzyca 1 cukrzyca 2 zdrowy

BMI: e
HBATC ) iovicosiveiiancasve
Glikemia na czczo [mmol/l}: ... ...

Lipidogram [mmoll]: cholest. catk.:........ HDL: ........;LDL: ........:TGS: ............

ALT [UNM:...........

Data pobrania probki: ... ... ... S
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13.3 Zalacznik nr 3 — Szczegélowy wykaz bakterii wyrazonych, jako operacyjne

jednostki taksonomiczne (OTU's), ktore stanowily w analizowanych grupach

na poziomach taksonomicznych poczawszy od L4 do L7, co najmniej 1%.

,Nazwa”; o - oznacza other, inny, zidentyfikowany, ale jeszcze nienazwany takson

Poziom L4 —rzad

Nazwa rzedu CONTROL OBESE T2DM
Bacillales 9,91% 15,31% 3,89%
Bifidobacteriales 5,49% 0,29% 0,69%
Clostridiales 6,63% 4,30% 4,10%
Coriobacteriales 0,62% 1,08% 0,87%
Corynebacteriales 1,07% 2,73% 0,54%
Enterobacterales 4,86% 2,83% 18,48%
Erysipelotrichales 1,28% 0,75% 0,89%
Fusobacteriales 3,61% 5,80% 2,86%
Geodermatophilales 1,50% 0,47% 0,06%
Lactobacillales 18,94% 22,63% 24,23%
Geodermatophilales 1,50% 0,47% 0,06%
Lactobacillales 18,94% 22,63% 24,23%
Micrococcales 12,08% 7,20% 12,57%
Sphingomonadales 1,10% 10,46% 4,61%
Pseudomonadales 2,84% 3,24% 1,20%
Rhizobiales 22,99% 15,22% 16,96%
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Poziom L5 - rodzina

Nazwa rodziny CONTROL OBESE T2DM
Atopobiaceae 0,56% 1,07% 0,85%
Bacillales;_o 6,92% 2,14% 2,50%
Bifidobacteriaceae 5,49% 0,29% 0,69%
Bradyrhizobiaceae 19,38% 13,90% 14,73%
Carnobacteriaceae 3,10% 5,95% 3,13%
Clostridiaceae 1,10% 0,60% 0,18%
Corynebacteriaceae 0,96% 2,52% 0,45%
Enterobacteriaceae 4,85% 2,83% 18,47%
Erysipelotrichaceae 1,28% 0,75% 0,89%
Fusobacteriaceae 3,47% 5,38% 1,58%
Geodermatophilaceae 1,50% 0,47% 0,06%
Hyphomicrobiaceae 1,13% 0,54% 0,08%
Lachnospiraceae 2,33% 1,34% 2,24%
Lactobacillaceae 0,58% 2,61% 8,62%
Leptotrichiaceae 0,13% 0,43% 1,28%
Micrococcaceae 6,07% 2,68% 2,64%
Moraxellaceae 1,56% 1,31% 0,67%
Planococcaceae 1,54% 0,12% 0,00%
Promicromonosporaceae 5,32% 4,28% 9,53%
Pseudomonadaceae 1,29% 1,93% 0,53%
Rhizobiaceae 1,25% 0,20% 1,08%
Ruminococcaceae 2,24% 1,65% 1,06%
Sphingomonadaceae 1,08% 10,44% 4,53%
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Staphylococcaceae 0,88% 12,61% 0,99%

Streptococcaceae 14,73% 13,41% 12,15%

Poziom L6 — rodzaj

Nazwa rodzaju CONTROL OBESE T2DM
Acinetobacter 1,53% 1,08% 0,46%
Agrobacterium 1,07% 0,20% 1,03%
Atopobium 0,54% 1,07% 0,85%
Bifidobacterium 5,47% 0,28% 0,69%
Cellulosimicrobium 5,01% 4,14% 9,28%
Corynebacterium 0,96% 2,52% 0,45%
Devosia 1,11% 0,54% 0,08%
Escherichia 4,84% 2,83% 18,42%
Ethanoligenens 1,07% 0,05% 0,45%
Fusobacterium 3,47% 5,38% 1,58%
Gemella 6,92% 2,11% 2,36%
Geodermatophilus 1,48% 0,47% 0,02%
Granulicatella 3,04% 5,94% 3,01%
Kurthia 1,54% 0,12% 0,00%
Lachnospiraceae;_o 1,25% 0,73% 0,50%
Lactobacillus 0,58% 2,61% 8,62%
Leptotrichia 0,13% 0,03% 1,28%
Nitrobacter 19,27% 13,89% 14,67%
Pseudomonas 1,29% 1,93% 0,53%
Rothia 5,19% 2,08% 2,25%
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Ruminococcaceae;_0 0,67% 1,35% 0,38%
Sphingomonas 1,04% 10,42% 4,53%
Staphylococcus 0,87% 12,61% 0,99%
Streptococcus 14,66% 12,91% 12,14%
Poziom L7 — gatunek

Nazwa gatunku CONTROL OBESE T2DM
Acinetobacter johnsonii 1,01% 0,01% 0,07%
Agrobacterium tumefaciens 1,07% 0,20% 1,03%
Atopobium parvulum 0,54% 1,07% 0,85%
Bifidobacterium animalis 5,20% 0,24% 0,62%
Cellulosimicrobium cellulans 5,01% 4,14% 9,28%
Corynebacterium

tuberculostearicum 0.10% 192% 0.18%
Devosia riboflavina 1,05% 0,53% 0,05%
Escherichia;_o 4,84% 2,83% 18,42%
Ethanoligenens harbinense 1,07% 0,05% 0,45%
Fusobacterium periodonticum 3,23% 4,99% 1,47%
Gemella;_o 6,92% 2,11% 2,36%
Geodermatophilus;_o 1,48% 0,47% 0,02%
Granulicatella;_o 3,04% 5,94% 3,01%
Kurthia gibsonii 1,54% 0,12% 0,00%
Lachnospiraceae;_o 1,25% 0,73% 0,50%
Lactobacillus casei 0,00% 0,90% 2,71%
Lactobacillus gasseri 0,13% 0,31% 1,34%
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ZAY ACZNIKI

Lactobacillus salivarius 0,07% 0,40% 1,58%
Lactobacillus;_o 0,25% 0,56% 2,55%
Leptotrichia wadeli 0,13% 0,01% 1,24%
Nitrobacter; o 19,27% 13,89% 14,67%
Pseudomonas aeruginosa 1,11% 1,44% 0,14%
Rothia;_o 4,81% 1,82% 2,16%
Ruminococcaceae;_ 0 0,67% 1,35% 0,38%
Sphingomonas adhaesiva 0,93% 10,39% 4,50%
Staphylococcus aureus 0,82% 12,58% 0,95%
Streptococcus agalactiae 0,47% 1,22% 0,57%
Streptococcus parasanguinis 0,64% 1,22% 1,65%
Streptococcus;_0 13,18% 10,35% 9,36%
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