Streszczenie w jezyku polskim

ROLA ARCHEONOW METANOGENNYCH W NIESWOISTYCH CHOROBACH ZAPALNYCH
JELIT U DZIECI

Wstep: Archeony metanogenne sg istotnym sktadnikiem mikrobioty jelitowej, a zasiedlanie przez nie
Jelit czlowieka rozpoczyna si¢ we wczesnej ontogenezie. Zmiany w zakresie skladu archeonéw
metanogennych i/lub ich liczebno$ci mogg mie¢ zwigzek z rozwojem réznych jednostek chorobowych,
w tym nieswoistych choroéb zapalnych jelit (IBD). Dysbioza bakteryjna jest znanym zjawiskiem
powigzanym z rozwojem IBD u dzieci i dorostych, niewiele jednak wiadomo o roli dysbiozy archeonéw,
szczegllnie u dzieci. Znaczenie archeonoéw metanogennych w IBD zostalo przedstawione w pracy
pogladowej pt. The Role of Methanogenic Archaea in Inflammatory Bowel Disease—A Review (Cisek

i wsp., Journal of Personalized Medicine, 2024)

Cele: Glownym celem rozprawy doktorskiej byla ocena znaczenia archeonéw metanogennych w IBD u
dzieci. Cel ten zostal osiggniety poprzez realizacje celow szczegdtowych, ktore zostaly opisane w
poszczegdlnych artykutach oryginalnych. Cele szczegdlowe obejmowaly: 1) opracowanie autorskiego
protokohu detekcji archeonow metanogennych w probkach kahu, walidacjg protokotu z uzyciem probek
kalomoczu kur; 2) oceng¢ w badaniach przedklinicznych wpltywu czynnikoéw $rodowiskowych na
populacje metanogenow w jelitach kur; 3) analize liczebnosci archeonow metanogennych w kale dzieci
z IBD w pordéwnaniu z dzie¢mi z grupy kontrolnej oraz ocena zalezno$ci pomigdzy liczebnoscig tych

drobnoustrojow a typem i stopniem aktywnoséci choroby oraz wiekiem dzieci.

Grupy badawcze, materiat i metody: W badaniach wziglo udziat 124 pacjentéw w wieku od 3 do 18 lat,

w tym 45 dzieci z rozpoznaniem choroby Les$niowskiego-Crohna (CD; ang. Crohn's disease), 52 dzieci
z rozpoznaniem wrzodziejacego zapalenia jelita grubego (UC; ang. ulcerative colitis) oraz 27 dzieci z
grupy kontrolnej. Grupg te stanowity dzieci bez rozpoznania IBD. Aktywno$¢ procesu chorobowego
zostala oceniona przy pomocy nast¢pujacych indeksow: indeks PUCAI (ang. Pediatric ulcerative colitis
activity index) oraz indeks PCDAI (ang. Pediatric Crohn’s disease activity index) a takze oceny st¢zenia
kalprotektyny w kale (FCP; ang. fecal calprotectin). Stgzenie FCP oznaczano w technologii
chemiluminescencji. Do badan przedklinicznych wiaczono 174 kury hodowane w trzech systemach
hodowlanych (wiejskim, fermowym i eksperymentalnym), zréznicowane pod wzglgdem dost¢pu do
Srodowiska naturalnego, podazy antybiotykow i diety. Badano takze wplyw wieku i rodzaju pobrane;j
probki (katomocz vs tres¢ jelitowa) na zawarto$¢ metanogenow. Z katu pacjentow, a takze katomoczu i
tresci jelit slepych pobranych od kur wyizolowano DNA. Dodatkowo, jako kontrole uzyto probek DNA
pochodzgcych od 3 gatunkéw archeonéw metanogennych i jednego konstruktu plazmidowego oraz

prébek DNA wyizolowanych z 21 szczepow bakteryjnych. Oznaczenia ilo$ciowe populacji



metanogenow w jelitach ludzi i zwierzat wykonano technikg real-time PCR, celujge m.in. w swoisty dla
archeonéw metanogennych gen mcrd kodujacy biatko enzymu zaangazowanego w ostatni etap

metanogenezy u tych mikroorganizmow.

Wyniki: Wyniki badan przedstawiono w 3 pracach oryginalnych. W pracy pt. Improved Quantitative
Real-Time PCR Protocol for Detection and Quantification of Methanogenic Archaea in Stool
Samples (Cisek i wsp., Microorganisms, 2023) opisano protokét detekcji archeonéw metanogennych z
wykorzystaniem genu mcrd. Protokoél ten cechowal sig lepszymi parametrami walidacyjnymi od
dotychczas powszechnie stosowanej metody. Charakteryzowat sig on bowiem zwigkszong swoistoscia
i czuloscig, odtwarzalnoscig oraz szerszym zakresem detekcji liniowej (pozwalat on oznaczy¢ 7 zamiast
maksymalnie 6 rzgdéw wielkosci kopii genu mcrA). Autorski protokot pozwolit zatem na obnizenie
koniecznej do uzyskania pozytywnego wyniku liczby komorek (genomow) metanogendow w badanym
materiale nawet o jeden rzad wielkosci (np. z 571 do 57 kopii genu mcrA gatunku Methanomicrobium
mobile w mieszaninie reakcyjnej). NajniZsza, oznaczalna ilosciowo przy czestotliwosci 100% liczba
kopii genu mcrd wynosita 21 kopii na reakcjg. Autorski protokot obnizyt ponadto ryzyko falszywie
dodatniego wyniku w probkach niezawierajgcych metanogenéw. Protokét ten pozwolil bowiem
zminimalizowaé negatywny wplyw dimeryzacji starterow oraz innych reakcji krzyzowych (ktorych
zrodtem moze by¢ DNA bakteryjne izolowane z katu) na odczyt wynikow real-time PCR. Ponadto, przy
zastosowaniu nowego protokotu obecnos¢ metanogenéw stwierdzona zostata we wszystkich 20

badanych probkach katomoczu, natomiast az 7 wypadto ujemnie z uzyciem protokohu innych autorow.

Przeprowadzone badania przedkliniczne opisane w artykule pt. Microorganisms Involved in Hydrogen
Sink in the Gastrointestinal Tract of Chickens (Cisek i wsp., International Journal of Molecular
Sciences, 2023) potwierdzily skutecznos¢ opracowanej metodyki. Badania eksperymentalne pokazaty,
ze w grupie kur eksperymentalnych, hodowanych w $cisle kontrolowanych, izolowanych od §rodowiska
naturalnego warunkach, nie wykryto obecnosci archeonéw metanogennych, natomiast jelita §lepe kur
wigjskich i fermowych byly zasiedlone na poréwnywalnym poziomie, tj. 10* do 10° komoérek/gram
badanej probki. Ponadto wykazano, ze liczebno$é metanogenéw jest rozna w zaleznosci od rodzaju
probki (katomocz zawieral istotnie wigcej metanogenow niz tre$é jelitowa; p<0.001), oraz od wieku
zwierzgeia (w grupie 1-tygodniowych kur fermowych obserwowano istotnie mniej metanogenow niz u
kur fermowych w wieku 3-4 oraz 5-6 tygodni; p<0,01). Wykazano zatem, ze czynniki $rodowiskowe,
wiek kury oraz rodzaj pobranej do badan probki okazaly si¢ istotnymi czynnikami warunkujacymi

obecnos¢ archeonéw metanogennych w badanym materiale.

W pracy pt. Methanogenic Archaea in the Pediatric Inflammatory Bowel Disease in Relation to
Disease Type and Activity (Cisek i wsp., International Journal of Molecular Sciences, 2024) pokazano,
ze u dzieci chorujacych na IBD zaobserwowano istotny statystycznie spadek w liczbie populacji

catkowitej metanogenéw, zaréwno w kale dzieci chorujacych na UC (p<0,001) jak i CD (p<0,05), w



stosunku do dzieci z grupy kontrolnej. Ponadto, liczebno$¢ metanogenéw byta nizsza w UC niz w CD
(p<0,05). Czgstos¢ wystepowania tych mikroorganizméw takze byla znaczgco nizsza, szczegdlnie w
grupie pacjentow z UC (p<0,05) i wynosita 83% w poréwnaniu do grupy kontrolnej, w ktorej czesto$é
wstepowania ogoélnej populacji metanogenéw wynosita 100%. W tej samej grupie chorych stwierdzono
takze dodatnig korelacj¢ pomigdzy liczebnoscia Methanosphaera stadtmanae a st¢zeniem kalprotektyny
w kale (Rs = 0,41; p<0.05). Z kolei w grupie pacjentéw z aktywna postaciz CD zaobserwowano
statystycznie istotny spadek liczebnodci zaréwno catkowitej populacji metanogenéw (Rs = -0,56;

p<0,01) oraz Methanobrevibacter smithii (Rs = -0,53; p<0,05) wraz z wiekiem.

Podsumowanie wynikéw i wnioski: W pracy wykazano, ze 1. liczebno$¢ i czgsto$é wystepowania

archeonéw metanogennych w kale podlega zmianom w zaleznosci od czynnikéw $rodowiskowych i
wieku gospodarza; 2. U dzieci z IBD wystgpuje dysbioza w populacji archeonéw metanogennych, ktora
zalezy od postaci IBD (CD vs UC) oraz aktywno$ci procesu chorobowego; 3. Uzyskane wyniki oraz
analiza literatury pokazujg, ze dysbioza w populacji archeonéw metanogennych moze by¢ nastepstwem

procesu zapalnego towarzyszgcemu IBD, a nie czynnikiem wywotujacym chorobe.



