Analiza mikrobiomu jelitowego u pacjentéw z zespotem przewlektego zmeczenia (ang.

myalgic encephalomyelitis/ chronic fatigue syndrome, ME/CFS)

Wstep:

Zespdt przewlektego zmeczenia (ME/CFS) jest ciezka, wyniszczajacg choroba,
przebiegajgca z okresami zaostrzen i remisji, znacznie uposledzajgcg codzienng aktywnosc i
obnizajaca jakos¢ zycia chorego. Do objawow osiowych choroby nalezy przewlekte zmeczenie,
powysitkowe nasilenie zmeczenia (PEM), nieregenerujacy sen, zaburzenia pamieci i
koncentracji, zaburzenia funkcji kognitywnych, objawy dysautonomii. Mimo prowadzenia
wielu badan naukowych na temat ME/CFS, nadal nie udato sie wyjasnic etiologii i patogenezy
oraz nie opracowano markera biologicznego i leczenia przyczynowego tej choroby. Jednym z
sugerowanych czynnikéw przyczynowych jest dysbioza jelitowa i ogélnoustrojowa odpowiedz
organizmu gospodarza na zaburzony skfad i funkcjonowanie mikrobiomu jelitowego. Dzieki
rozwojowi metod badawczych opierajgcych sie na rozpoznawaniu sekwencji genu 16S rRNA
stato sie mozliwe doktadniejsze poznanie ludzkiego mikrobiomu. Dotychczas przeprowadzono
stosunkowo niewiele badan dotyczgcych sktadu mikrobiomu jelitowego u osdb z zespotem
przewlektego zmeczenia i nie udato sie jak dotad jednoznacznie potwierdzi¢ zwigzku miedzy
zaburzeniami homeostazy mikrobiomu, a rozwojem ME/CFS. Istotnym zagadnieniem staje sie
zatem poszerzenie wiedzy na temat zaburzehn homeostazy mikrobiomu jelitowego u
pacjentéw z ME/CFS, co ma duze znaczenie w uzupetnieniu wiedzy na temat etiologii i
patogenezy tej choroby, a takze moze przyczynic sie do poprawy jej diagnostyki oraz stac sie
potencjalnym punktem uchwytu w terapii tego schorzenia.

Cele pracy:

Celem pracy jest analiza sktadu ilosciowego i jakosciowego mikrobiomu jelitowego u
pacjentow z zespotem przewlektego zmeczenia (ME/CFS). W niniejszej pracy dokonano
rowniez oceny zaleznosci mikrobiomu jelitowego z wiekiem i ptcig pacjentéw, a takie z
nasileniem wybranych objawéw ME/CFS, funkcjonowaniem autonomicznego uktadu
nerwowego i funkcjonowaniem poznawczym pacjentdw. Dokonano réwniez pordwnania
mikrobiomu jelitowego pomiedzy grupg badang i kontrolng na podstawie analizy sieciowej
mikrobiomu jelitowego dla sieci stworzonej na podstawie ASV.

Materiat i metody:



Badanie zostato przeprowadzone w okresie od stycznia 2018 roku do marca 2019 roku
w Bydgoszczy. W projekcie badawczym wzieli udziat petnoletni ochotnicy w wieku miedzy 25.
a 65. rokiem zycia. Rekrutacja do badania odbywata sie za pomocg srodkdw masowego
przekazu. Wsréd zgtoszonych ochotnikéw przeprowadzono kwalifikacje i wyodrebniono grupe
32 pacjentéw, u ktérych potwierdzono ME/CFS. Do grupy kontrolnej zakwalifikowano 18
zdrowych oséb. Ostatecznie 27 pacjentow z grupy badanej i 15 z grupy kontrolnej wyrazito
zgode na wykonanie badania katu i dostarczyto prébki do badania. U wszystkich chorych
przeprowadzono ocene nasilenia objawdw zmeczenia, ocene funkcjonalng autonomicznego
uktadu nerwowego oraz ocene funkcji poznawczych. Do analizy mikrobiomu jelitowego
zastosowano metode sekwencjonowania genu 16S rRNA. Przeprowadzono analize
statystyczng uzyskanych parametréw.
Wyniki:

W zakresie analizy sktadu ilosciowego mikrobiomu stolca miedzy pacjentami z ME/CFS,
a grupg kontrolng, nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w zakresie wskaznikéw
réznorodnosci i rownomiernosci Shannona. Wykazano, ze pacjenci z ME/CFS charakteryzowali
sie istotnie wyzszym bogactwem gatunkowym mikrobiomu jelitowego (rozumianym jako
wyzsza liczebnos¢ jednostek OTU) w pordwnaniu do grupy kontrolnej. W zakresie sktadu
jakosciowego mikrobiomu stolca, przeanalizowano wszystkie poziomy taksonomiczne miedzy
grupg kontrolng i grupg badang, i zaobserwowano: na poziomie gromad - mniejszg obfitos¢
Firmicutes, Actinobacteria oraz Proteobacteria i gromad rzadkich u pacjentéw z ME/CFS niz w
grupie kontrolnej; na poziomie klas - wiekszg obfitos¢ Bacteroidia, a mniejszg Negativicutes,
Actinobacteria oraz klas rzadkich w grupie ME/CFS, w poréwnaniu do oséb z grupy kontrolnej;
na poziomie rzedéw - wiekszg obfitos¢ Bacteroidales, a mniejsza Selenomonadales oraz
rzedéw rzadkich, u pacjentéow z grupy badanej niz u oséb z grupy kontrolnej ; na poziomie
rodzin - mniejszg obfito$¢ bakterii z rodziny Veillonellaceae oraz bakterii z rodzin rzadkich u
pacjentow z ME/CFS, niz u pacjentdw z grupy kontrolnej; na poziomie rodzaju - stwierdzono
wiekszg obfitos¢ bakterii z rodzaju Bacteroides, Alistipes i Ruminococcaceae u pacjentéw z
ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Poréwnano réwniez sktad jakosciowy stolca
miedzy grupg badang a kontrolng na podstawie sekwencji ASV i wykazano, ze najbardziej
charakterystycznymi sekwencjami dla pacjentéw z ME/CFS sg warianty sekwencji ASV121
(Alistipes), ASV147 (Odoribacter) oraz ASV180 (Ruminococcaceae), natomiast dla grupy
kontrolnej sg to ASV 135 (Lachnospiraceae), ASV155 (Christensenellaceae) oraz ASV310



(Lachnospira). Zaobserwowano istotne rdznice wykazane przy uzyciu metod redukcji
ztozonosci (sPLS-DA i NMDS) pomiedzy mikrobiomem stolca w grupie pacjentéw z ME/CFS w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdznic w
zakresie sktadu mikrobiomu stolca w zaleznosci od ptci i wieku miedzy grupa badang i grupa
kontrolng. Mikrobiom stolca pacjentéw z grupy badanej i kontrolnej sklasyfikowano przy
uzyciu metod uczenia maszynowego, wykorzystujgc do tego celu modele sieci neuronowej,
losowego drzewa klasyfikacyjnego oraz maszyny wektordw nosnych, uzyskano wartosci
ponizej wartosci istotnych klinicznie. Przeprowadzono analize sieciowg dla sieci stworzonej
na podstawie ASV w grupie ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej, nie zaobserwowano
jednak istotnych zaleznosci pomiedzy poszczegdlnymi ASV. Przy uzyciu metody NMDS
poréwnano mikrobiom w grupie pacjentéw z ME/CFS i 0sdb z grupy kontrolnej w zaleznosci
od funkcjonowania autonomicznego uktadu nerwowego, funkcjonowania poznawczego oraz
nasilenia objawéw ME/CFS, ocenionych na podstawie skali FSS i FIS, i wykazano zaleznosé
miedzy tymi parametrami, a mikrobiomem stolca poréwnywanych grup.

Whioski:

1. Wykazano istotnie statystycznie wyzszg alfa-réznorodnos¢ mikrobiomu stolca w grupie
pacjentow z ME/CFS w poréwnaniu do grupy kontrolnej, rozumiang jako wyzszg liczebnos¢
jednostek OTU. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w zakresie wspdétczynnikdéw
réznorodnosci oraz réwnomiernosci mikrobiomu stolca miedzy grupg badang, a kontrolna.

2. Wykazano istotne statystycznie réznice w zakresie beta-réznorodnosci mikrobiomu stolca
miedzy pacjentami z ME/CFS, a grupg kontrolng, przy wykorzystaniu PERMANOVY.

3. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w zakresie sktadu mikrobiomu stolca, w
zaleznosci od ptci i wieku, miedzy grupg badang i kontrolna.

4. Zaobserwowano istotng zaleznos¢ funkcjonowania autonomicznego uktadu nerwowego,
funkcjonowania poznawczego oraz nasilenia zmeczenia ze sktadem mikrobiomu stolca

poréwnywanych grup.



