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Podziekowania

Pragne wyrazi¢ swoja gleboka wdziecznosé dla wszystkich, ktorzy przy-
czynili sie do realizacji niniejszej pracy doktorskiej.

Na samym poczatku, chciatabym ztozy¢ najserdeczniejsze podzickowania
dla wszystkich Uczestnikow Badania - Rodzicéw i Dzieci, ktérych nie-
ocenione zaangazowanie, hojno$¢ czasu i otwarta gotowos¢ do wspolpracy
byty kluczowe dla realizacji tego projektu. To dzieki Wam byliSmy w stanie
zgromadzié¢ cenne dane, ktore pomogly w eksploracji tematu niniejszej pracy
doktorskiej. Wasza cheé¢ pomocy i zaangazowanie mialy ogromne znaczenie i

za to jestem niezmiernie wdzieczna.

Chciatabym wyrazi¢ glteboka wdziecznosé dla mojego Promotora, Pro-
fesora Lukasza Laczmariiskiego. Jego cenne wskazowki, nieztomne wspar-
cie i zaufanie, ktore mi okazal, pozwolily na realizacje tego projektu dok-
torskiego. To dzieki Jego inspirujacym wyzwaniom naukowym, mogtam roz-
wija¢ sie jako badacz. Jego wyrozumiato$¢, cierpliwo$é¢ i pozytywny duch
wspotpracy byly bezcenne w trakcie calego procesu tworzenia tej pracy. Za

wszystko to jestem bardzo wdzieczna.

Moje podziekowania kieruje réwniez do Promotora pomocniczego,
Doktora Pawla Karpinskiego, ktory skierowatl mnie na $ciezke naukowa

i otworzyl drzwi do $wiata badan.

Pragne podzickowa¢ Pracownikom Zakladu Immunologii Choréb
Zakaznych oraz Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki za zycz-
liwa atmosfere. Szczegolne podziekowania kieruje do mgr inz. Patrycji Bo-
chen, ktorej pomoc w digitalizacji dziennikéw dietetycznych i wykonaniu

oznaczen SCFA byta nieoceniona. Szczegblne wyrazy uznania pragne skiero-
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8 Podziekowania

waé¢ do mgr Doroty Kujawy. Jej kompetentne wprowadzenie mnie w tech-
niki sekwencjonowania DNA, a takze bezcenna obecnos¢ i pomoc podczas
prac laboratoryjnych, byly nieodzownym wsparciem w realizacji tego pro-
jektu. Pragne podziekowaé¢ moim Kolegom i Kolezankom doktorantom.
To dzieki Waszej obecnosci, wsparciu i zrozumieniu dla wyzwan zwiazanych z
doktoratem, proces ten stal sie nie tylko naukowym wyzwaniem, ale i okazja
do nawigzania wartosciowych relacji.

Serdeczne podziekowania kieruje do wszystkich oséb, ktore na réznych
etapach tworzenia pracy przyczynily sie do jej powstania, stuzac radg, po-
mocg naukows i techniczng oraz za aktywne przyczynienie sie do zebrania
ochotnikéw do tego badania.

Chcialbym wyrazi¢ swoja wdziecznosé dla twércow programu Die-
tetykPro za bezplatne przyznanie dostepu. Wykorzystanie programu byto
kluczowa pomoca w analizie dietetyczne;j.

Z ogromnym uznaniem pragne podziekowa¢ mojemu Mezowi, mgr inz.
Tomaszowi Roézanskiemu. Jego nieoceniona pomoc w czesci analitycznej,
wsparcie w analizie statystycznej i bioinformatycznej byty kluczowe dla re-
alizacji tej pracy. Bez Jego zaangazowania i wiedzy ta praca nie osiagnetaby
obecnego ksztattu.

Na koniec, chciatabym podzickowaé¢ moim Rodzicom, Rodzinie mojej
i Meza oraz Przyjaciolom, za ogromne wsparcie w tym intensywnym
czasie powstawania pracy doktorskiej. Wasze niewzruszone wsparcie w tym
dynamicznym i wymagajacym okresie bylo dla mnie niezmiernie cenne. To
wtasnie Wasza niezachwiana wiara w realizacje tego projektu byta dla mnie

nieustajaca motywacja.



Streszczenie

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto przeprowadzenie szczegdltowej
analizy i wykazanie réznic w skladzie mikrobioty jelitowe,j na podstawie
analizy probek stolca, w trzech badanych grupach: dzieci z zaburzeniami ze
spektrum autyzmu (ASD, n = 71), ich neurotypowego rodzeristwa (n = 29)
oraz w grupie kontrolnej niespokrewnionych neurotypowych dzieci (n = 44),
w kontekscie analizy diety, zawartosci krotkotanicuchowych kwasow ttuszczo-

wych (SCFA) oraz doswiadczanych dolegliwosci jelitowych.

W celu ustalenia sktadu mikrobioty wykonano wysokoprzepustowe se-
kwencjonowanie nastepnej generacji (NGS) amplikonéw zmiennych regionow
V3 — V4 oraz V7 — V9 genu markerowego 16S rRNA. Analize bioinforma-
tyczna wykonano wykorzystujac $rodowisko Qiime2 z dodatkowymi wtycz-
kami. W celu przeprowadzenia jednoczesnej analizy na podstawie dwoch se-
kwencjonowanych amplikonéw, zastosowano Sidle, wersje algorytmu Short
MUltiple Reads Framework (SMURF). Przeprowadzono badania ankietowe
w celu ustalenia waznych kowariatow, ktore moglyby mie¢ wptyw na mikro-
biom jelitowy. Za pomoca badania ankietowego oceniono skale dolegliwosci
jelitowych, zywienie w okresie niemowlecym, a takze diete z 7 dni poprze-
dzajacych pobranie prébki stolca do badania mikrobioty. Aby ocenié¢ udzial
poszczegdlnych SCFA w probkach stolca wykonano analize HPLC.

W badaniu wykazano istotne réznice w sktadzie mikrobioty jelitowej po-
miedzy grupami, wskazujac na zwiekszenie réznorodnosci i rownomiernosci
w mikrobiocie neurotypowego rodzenistwa wzgledem dzieci z ASD i niespo-
krewnionej neurotypowej grupy kontrolnej. Zidentyfikowano 53 taksony bak-

teryjne o obfitosciach istotnie réznych pomiedzy badanymi grupami, przy



10 Streszczenie

czym najwieksze roznice miedzy dzie¢mi z ASD w odniesieniu do neuro-
typowej niespokrewnionej grupy kontrolnej dotyczyty zwiekszonej obfitosci
taksonu nalezacego do rodziny Lachnospiraceae, rodzaju Gelria i Desulfo-
vibrio oraz zmniejszonej obfitosci rodzajow Fuecalitalea, Parabacteroides i
Odoribacter.

Potwierdzono wczesniejsze doniesienia o tym, ze dzieci z zaburzeniami ze
spektrum autyzmu czesciej doswiadczaja dolegliwosci jelitowych. Wskazano
na istotne réznice w nawykach zywieniowych dzieci z ASD, znajdujac réznice
rowniez w okresie niemowlecym. Nie znaleziono istotnych réznic w stezeniach
SCFA.

Wyniki dostarczaja informacji o réznicach w mikrobiocie jelitowej dzieci
z ASD w odniesieniu do ich neurotypowego rodzenstwa i niespokrewnionych
dzieci neurotypowych w populacji polskiej oraz stanowia dobra podstawe do
dalszej analizy funkcjonalnej mikrobioméw w tym typie zaburzen neuroro-
zwojowych. Zastosowanie podejscia sekwencjonowania dwoch amplikonéw za-
wierajacych wiecej niz jeden region zmienny do identyfikacji taksonomicznej
znaczaco poprawia rozdzielczos¢ analizy zwickszajac doktadnosé identyfikacji
taksonomicznej, co stanowi istotny postep w badaniach nad mikrobiomem i

istotny wktad w te dziedzine badan.
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Abstract

The aim of this doctoral thesis was to conduct a detailed analysis and
demonstrate differences in the composition of the gut microbiota, based on
the analysis of stool samples, in three study groups: children with autism
spectrum disorders (ASD, n = 71), their neurotypical siblings (n = 29), and
a control group of unrelated neurotypical children (n = 44), in the context of

diet analysis, short-chain fatty acids (SCFA), and gastrointestinal symptoms.

High-throughput next-generation sequencing (NGS) of the hypervariable
regions V3 — V4 and V7 — V9 of the 165 rRNA was performed to determine
the microbiota composition. Bioinformatic analysis was conducted using the
Qiime2 environment with additional plugins. The Sidle version of the Short
MUTItiple Reads Framework (SMURF) algorithm was used to conduct simul-
taneous analysis based on two sequenced amplicons. Surveys were conducted
to determine important covariates that could influence the gut microbiome.
The survey assessed the scale of gastrointestinal symptoms, infant feeding,
as well as diet in the 7 days preceding the collection of stool samples for
microbiota study. HPLC analysis was performed to assess SCFAs in stool

samples.

The study demonstrated significant differences in the gut microbiota com-
position between groups, indicating increased diversity and evenness in the
microbiota of neurotypical siblings compared to children with ASD and the
unrelated neurotypical control group. A total of 53 bacterial taxa with abun-
dances different between the study groups were identified, with increased
abundance of taxa belonging to the family Lachnospiraceae, genus Gelria

and Desulfovibrio in ASD group compared to unrelated controls, and decre-
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ased abundance of the genera Fuaecalitalea, Parabacteroides, and Odoribacter.

We have confirmed the literature reports that children with autism spec-
trum disorders experience gastrointestinal symptoms more frequently com-
pared to unaffected children. Significant differences in the dietary habits of
children with ASD were pointed out, finding differences also during infancy.
No significant differences in SCFA were found.

The results provide information about differences in gut microbiota of
children with ASD compared to their neurotypical siblings and unrelated
neurotypical children in the Polish population and provide a good basis for
further functional analysis of microbiomes in this type of neurodevelopmen-
tal disorder. The use of a sequencing approach of two amplicons containing
more than one hypervariable region for taxonomic identification significantly
improves the resolution of the analysis, increasing the accuracy of taxono-
mic identification, which constitutes a significant advancement in microbiome

research and a substantial contribution to this field of research.
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Wykaz skrotow

Skrot Rozwiniecie angielskie Rozwiniecie polskie
ASD Autism Spectrum Disorder Zaburzenia ze spektrum autyzmu
ICD-10  International Classification of Dise- Miedzynarodowa Klasyfikacja Cho-
ases, 10th Revision rob, 10. Rewizja
ICD-11  International Classification of Dise- Miedzynarodowa Klasyfikacja Cho-
ases, 11th Revision rob, 11. Rewizja
DSM-5  Diagnostic and Statistical Manual of Diagnostyczny i Statystyczny Pod-
Mental Disorders, 5th Edition recznik Zaburzen Psychicznych, 5.
Edycja
ADDM  Autism and Developmental Disabili- Sieé¢ monitorowania autyzmu i zabu-
ties Monitoring Network rzen rozwojowych
1Q Intelligence Quotient Iloraz inteligencji
WES whole-exome sequencing sekwencjonowanie egzomowe
ASD-P  autism spectrum disorder- geny z wyzsza czestoScia w przy-
predominant padku ASD
NDD neurodevelopmental delay op6znienie rozwoju neurologicznego
GER gene expression regulation geny regulujace ekspresje genéw
NC neuronal communication geny komunikacji neuronowej
FWER  family-wise error rate wskaznik btedéw dla grupy powigza-
nych testow
FDR false discovery rate wskaznik stwierdzen falszywie pozy-
tywnych
SCFA Short-Chain Fatty Acid krotkotaricuchowy kwas tluszczowy
rRNA Ribosomal ribonucleic acid rybosomalny kwasy rybonukleinowe

13
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Wykaz skrotow

Tabela 1 — kontynuacja z poprzedniej strony

Skrot Rozwiniecie angielskie Rozwiniecie polskie
qPCR quantitative real-time polymerase ilo$ciowa reakcja taricuchowa polime-
chain reaction razy w czasie rzeczywistym
IBD inflammatory bowel disease nieswoiste zapalenie jelit
PPA propionic acid kwas propionowy
5-HT 5-hydroxytryptamine, serotonin 5-hydroksytryptamina, serotonina
SA sodium acetate octan sodu
hNSC human Neural Stem Cells ludzkie komorki macierzyste uktadu
nerwowego
TNF-a  tumor necrosis factor « czynnik martwicy nowotworéow
GPR41  G-protein coupled receptor 41 receptor sprzezony z biatkami G,
nr 41
p-Akt phosphorylated Akt (Protein kinase fosforylowana Akt (kinaza bialkowa
B) B)
PTEN phosphatase and tensin homolog de- biatko kodowane przez gen supreso-
leted on chromosome ten rowy PTEN zlokalizowany na dtugim
ramieniu chromosomu 10
AMP Adenosine monophosphate Adenozyno-5’-monofosforan
AMPK 5 AMP-activated protein kinase Kinaza aktywowana 5’AMP
HDAC- Histone deacetylase 1 deacetylaza histonowa-1
1
Trekl TWIK-Related K+ Channel Czlonek 2 podrodziny K kanaléw po-
tasowych
NGS next-generation sequencing sekwencjonowanie nastepnej genera-
cji
IRT Inhibitor Removal Technology technologia usuwania inhibitoréw
DTT Dithiothreitol ditiotreitol
rRNA Ribosomal RNA rybosomalny RNA
ASV Amplicon Sequence Variant warianty sekwencji amplikonéw
PCoA Principal Coordinates Analysis analiza gléwnych wspotrzednych
OoTU Operational Taxonomic Unit jednostka taksonomiczna
HPLC High-Performance Liquid Chromato- wysokosprawna chromatografia cie-

graphy

CZOWa
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Tabela 1 — kontynuacja z poprzedniej strony

Skroét Rozwiniecie angielskie Rozwiniecie polskie

rpm rotation per minute obrotéw na minute

PCA Principal Component Analysis analiza gléwnych sktadowych
PC1 Principal Component 1 glowna sktadowa 1

PC2 Principal Component 2 gltowna skladowa 2

15



Oswiadczenie bioetyczne

Probki biologiczne wykorzystane w tym badaniu oraz dane ankietowe
zostaly pozyskane wraz z uzyskaniem pisemnej zgody na udzial w badaniu.
Projekt uzyskat zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym
we Wroctawiu, w opinii nr KB-837/2019 oraz KB-763,/2020.
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Rozdzial 1

Wstep

1.1 Zaburzenia ze spektrum autyzmu: defini-

cja, epidemiologia i etiologia

Wprowadzenie

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. Autism Spectrum Disorder, ASD)
to zlozony stan neurorozwojowy, ktory wplywa na komunikacje spoteczna,
interakcje i zachowanie jednostki. Termin spektrum wskazuje, ze nasilenie i
objawy ASD moga sie znacznie r6zni¢ w zaleznosci od osoby. Sam termin
autyzm zostal poczatkowo wprowadzony w celu opisania objawu samowyco-
fywania sie u pacjentow ze schizofrenia [I].

Poczatek zaburzenia wystepuje w okresie rozwojowym, zwykle we wcze-
snym dziecinstwie, ale objawy moga ujawni¢ si¢ w pelni dopiero po6zniej,
kiedy wymagania spoteczne przekraczaja ograniczone mozliwosci oséb z za-
burzeniami ze spektrum autyzmu. Deficyty sa na tyle powazne, ze powoduja
uposledzenie w waznych obszarach funkcjonowania takich jak relacje oso-
biste, rodzinne, spoleczne, edukacyjne, czy zawodowe. Osoby w spektrum
autyzmu wykazuja rézny zakres funkcjonowania intelektualnego i zdolnosci
jezykowych.

Zaburzenia ze spektrum autyzmu klasyfikowane byty wg ICD-10 (Inter-

national Classification of Diseases, 10th Revision) pod ogélnym terminem

17



18 ROZDZIAL 1. WSTEP

,catosciowe zaburzenia rozwojowe” z podziatem na: F84.0 Autyzm dzieciecy,
F84.1 Autyzm atypowy, F84.2 Zespot Retta, F84.3 Inne dzieciece zaburzenia
dezintegracyjne, F84.4 Zaburzenia hiperkinetyczne z towarzyszacymi uposle-
dzeniami umystowymi, F84.8 Inne glebokie zaburzenia rozwojowe oraz F84.9
Glebokie zaburzenia rozwoju psychoruchowego [2].

Klasyfikacja ta zostala zastapiona przez ICD-11 (obowiazuje w Polsce
od 1 stycznia 2022r.), gdzie ASD znajduje sie w sekcji ,6A02 Zaburzenia
ze spektrum autyzmu'"i wedlug obowiazujacej definicji ASD charakteryzuje
sie trudno$ciami inicjowaniu i podtrzymywaniu interakcji spotecznych oraz
komunikacji, powtarzalnymi i nieelastycznymi wzorcami zachowarn, zaintere-
sowaniami lub czynnosciami, ktore sa wyraznie nietypowe lub nadmierne dla
wieku danej osoby i wykraczaja ponad kontekst socjokulturowy [3].

Klasyfikacja zaburzen psychicznych Amerykanskiego Towarzystwa Psy-
chiatrycznego, DSM-5 (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, 5th Edition) zawiera rowniez kryteria diagnozowania ASD [4], z

ktorych gtowne to:

1. Utrzymujace sie deficyty w komunikacji spotecznej i interakcjach spo-

tecznych w wielu kontekstach, objawiajace si¢ jako:

a. Deficyty wzajemnosci spoteczno-emocjonalnej.

b. Deficyty w niewerbalnych zachowaniach komunikacyjnych wyko-

rzystywanych do interakeji spotecznych.

c. Deficyty w rozwijaniu, utrzymywaniu i zrozumieniu relacji.

2. Ograniczone, powtarzajace sie wzorce zachowan, zainteresowan lub czyn-

nosci, przejawiajace sie co najmniej dwoma z nastepujacych objawow:

a. Stereotypowe lub powtarzajace sie ruchy motoryczne, takie jak
ustawianie zabawek lub przewracanie przedmiotéw, uzywanie przed-
miotéw lub mowy np. echolalia (powtarzanie stow lub catych zdan
po innych osobach), uzywanie charakterystycznych i specyficznych

ZWIotoOw.
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b. Naleganie na identyczno$¢, nieugiete trzymanie sie rutyny lub zry-

tualizowanych wzorcow zachowan werbalnych lub niewerbalnych.

c. Wysoce ograniczone, utrwalone zainteresowania, ktére odbiegaja

od normy pod wzgledem intensywnosci lub skupienia.

d. Nadreaktywno$é lub hiporeaktywnos¢ na bodzce sensoryczne lub
niezwykte zainteresowanie sensorycznymi aspektami otoczenia, ta-
kimi jak pozorna obojetnos¢ na bol lub temperature, adwersyjna
reakcja na okreslone dzwieki lub tekstury, nadmierne wachanie
lub dotykanie przedmiotow, wizualna fascynacja swiattami lub ru-

chem.

3. Objawy musza by¢ obecne we wezesnym okresie rozwojowym (ale moga
nie ujawni¢ sie w petni, dopoki wymagania spoteczne nie przekrocza
ograniczonych mozliwosci lub nie zostana zamaskowane przez wyuczone

strategie w poZniejszym zyciu).

4. Objawy powoduja istotne uposledzenie w zyciu spotecznym, zawodo-

wym lub innych waznych obszarach biezacego funkcjonowania.

5. Zaburzen tych nie da si¢ wyttumaczyé¢ niepetlnosprawnoécia intelektu-
alng (zaburzeniami rozwoju intelektualnego) ani globalnym opo6znie-

niem rozwojowym.

Epidemiologia

Sie¢ monitorowania autyzmu i zaburzen rozwojowych (ang. Autism and
Developmental Disabilities Monitoring Network, ADDM) to aktywny pro-
gram monitorujacy, ktory dziala w 11 stanach USA i szacuje czestosé wy-
stepowania i charakterystyke ASD oraz kontroluje czas identyfikacji ASD
u dzieci w wieku 4 i 8 lat. Dzieci spetniaja kryterium diagnozy ASD, gdy
maja w swoich aktach dokumentacje, ze kiedykolwiek otrzymaly 1) pisemne
oswiadczenie diagnostyczne ASD od wykwalifikowanego specjalisty, 2) klasy-
fikacje autyzmu w ramach edukacji specjalnej w szkole publicznej, lub 3) kod
ASD ICD (kody ICD-9 miedzy 299,00 a 299,99 lub ICD-10 w zakresie F84
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z wyjatkiem F84.2) zespol Retta) uzyskane z informacji administracyjnych
lub rozliczeniowych. Najnowszy raport z 2023 dotyczacy 2020 roku podaje, ze
jedno na 36 dzieci w wieku 8 lat (czyli dzieci urodzone w 2012 roku) ma zabu-
rzenia ze spektrum autyzmu [5]. Ogolna czestosé wystepowania zaburzen ze
spektrum autyzmu to 27,6 na 1000 dzieci [5]. Stanowi to wzrost w stosunku
do poprzedniego raportu z 2020, a dotyczacego danych z 2018 roku, gdzie
jedno na 44 dzieci miato diagnoze ASD (23 dzieci na 1000) [6]. Trend wzro-
stu liczby dzieci diagnozowanych utrzymuje sie od poczatku raportowania
tych danych, co mozna zaobserwowaé¢ w tabeli Ogolny stosunek czestosci
wystepowania ASD wéréd chtopcoéw w poréwnaniu do dziewczat wynosi 3, 8,
przy ogolnej czestosci wystepowania ASD 43 na 1000 wsrod chtopeow i 11,4
na 1000 wsrod dziewczat (co po raz pierwszy stanowilo powyzej 1%).

Czesé dzieci z ASD (66,7%) w wieku 8 lat uwzglednionych w raporcie
miato takze dane dotyczace zdolnosci poznawczych. Mediana wieku, w kto-
rym dzieci poddawane byly testowi poznawczemu to 67 miesiecy, czyli 5 lat
i 7 miesiecy. Dziewczynki z ASD rzadziej niz chtopcy miaty dane dotyczace
zdolnosci poznawczych (64,4% w poréwnaniu z 67,3%) i byty czesciej klasy-
fikowane z niepelnosprawnoscia intelektualng (42,1%), niz chtopcey (36,9%).
Ogolnie, 37,9% dzieci zostalo sklasyfikowanych jako niepelnosprawne intelek-
tualnie (IQ < 70; IQ, ang. Intelligence Quotient, iloraz inteligencji), 23, 5%
w przedziale granicznym (I1Q 71-85), a 38,6% w przedziale §rednim lub wyz-
szym (IQ > 85).

Blisko potowa dzieci (49%) uzyskata diagnoze do czasu osiggniecia wieku
36 miesiecy, tj. 3 lat, przy czym dzieci z niepelnosprawnodcia intelektualng
miaty wieksze prawdopodobienstwo otrzymania diagnozy do osiagniecia tego
wieku (61,8%), niz dzieci, ktére w testach poznawczych nie wykazywaly ob-
jawow niepelosprawnosci intelektualnej (46,0%).

Postepujacy wzrost liczby identyfikowanych przypadkéow moze byé ttu-
maczony skuteczniejszymi metodami przesiewowymi, wzrostem swiadomosci
oraz dostepnosci do diagnostyki, na co dodatkowym dowodem jest obserwacja
wiekszej czestosci wystepowania ASD w 2020 roku wérod dzieci pochodza-
cych z rodzin o nizszym statusie spoteczno-ekonomicznym, co jest odwrotno-

Scia wezesniej zaobserwowanych trendow [7].
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Tabela 1.1: Rozpowszechnienie zaburzen ze spektrum autyzmu wg danych z

sieci monitorowania autyzmu i zaburzen rozwojowych w latach 2000-2020 [g].

Rok badania Roku urodzenia Rozpowszechnienie 1 na X dzieci
na 1000 dzieci
2020 2012 27,6 1 na 36
2018 2010 23,0 1 na 44
2016 2008 18,5 1 na 54
2014 2006 16,8 1 na 59
2012 2004 14,5 1 na 69
2010 2002 14,7 1 na 68
2008 2000 11,3 1 na 88
2006 1998 9,0 1 na 110
2004 1996 8,0 1 na 125
2002 1994 6,6 1 na 150
2000 1992 6,7 1 na 150

Etiologia

Etiologia zaburzen ze spektrum autyzmu jest ztozona i wieloczynnikowa.
Chociaz doktadne przyczyny pozostaja niejasne, uwaza sie, ze polaczenie
czynnikéw genetycznych, epigenetycznych i srodowiskowych przyczynia sie
do rozwoju ASD [9]. Jednak obecnie nie sa dostepne zadne biomarkery dia-
gnostyczne, a diagnoza opiera sie na obserwacji cech behawioralnych [I]. Klu-
czowe znaczenie ma zrozumienie, ze ASD jest ztozonym schorzeniem, a do-
swiadczenie kazdej osoby jest unikalne. Do rozwoju ASD prawdopodobnie
moze przyczynia¢ sie wzajemne oddzialywanie miedzy predyspozycjami ge-

netycznymi a czynnikami srodowiskowymi [I].

Czynniki genetyczne

Liczne badania sugeruja silny komponent genetyczny w ASD [9]. Pewne
warianty genetyczne, nieprawidtowosci chromosomalne i warianty genow sa
zwiazane ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju ASD [10]. Jednak zaden poje-

dynczy gen ani nieprawidtowos¢ genetyczna nie zostata zidentyfikowana jako
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jedyna przyczyna ASD. Uwaza sie, ze prawdopodobnie zaangazowanych jest
wiele czynnikow genetycznych, epigenetycznych i srodowiskowych [9).

Miedzynarodowe badanie, analizujace populacje Danii, Finlandii, Szwecji,
Izraela i Zachodniej Australii, z udzialem ponad 2 milionéw uczestnikow, w
tym 22 156 ze zdiagnozowanymi zaburzeniami ze spektrum autyzmu, wyka-
zato, ze ASD ma szacowang dziedziczno$é na poziomie 80% [L1]. Oszacowano
addytywny wplyw genetyczny, czynnikow matczynych oraz wspolnych i nie-
dzielonych skutkéw $rodowiskowych na ogoélne ryzyko ASD. Efekt matczyny
oszacowano na 0,4-1,6%, nie wskazujac na poparcie udzialu tego efektu w
etiologii ASD.

Innym dowodem wspierajacym udzial czynnikéw genetycznych sa wyniki
metaanalizy badajacej bliznieta z ASD [12]. W tym badaniu dowiedziono, ze:
(a) ASD jest wynikiem silnych efektow genetycznych, oszacowano dziedzicz-
nos$¢ na poziomie 64—91%; (b) efekty srodowiskowe staja sie istotne w miare
malejacego wskaznika zapadalnosci (wiekszy efekt srodowiska obserwuje sie
przy zalozeniu, ze ASD dotyczy 1% [35%], niz 5% [0,7%]); (c) wptywy srodo-
wiskowe prawdopodobnie sg statystycznym artefaktem zwigzanym z nadre-
prezentacja blizniat dwujajowych, u ktorych wystepowato ASD. Autorzy nie
wykluczaja jednak udziatu czynnika srodowiskowego, badz niegenetycznych
w etiologii ASD.

Badania wskazuja, ze rzadkie warianty dziedziczne i de novo sg gléwnymi
czynnikami indywidualnego ryzyka wystapienia zaburzen ze spektrum auty-
zmu [13], 14, 15]. W badaniu z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwen-
cjonowania egzomowego (WES, ang. whole-exome sequencing) w przypadku
ASD, z udziatem tacznie 35 584 probek, w tym 11 986 os6b z ASD, zidentyfi-
kowano 102 geny zaangazowane w ryzyko wystapienia zaburzen ze spektrum
autyzmu [10]. Geny te mozna podzieli¢ ze wzgledu na efekt fenotypowy (53
geny z wyzsza czestoscia w przypadku ASD, ASD-P, ang. autism spectrum
disorder-predominant oraz 49 genéw czesciej wystepujacych z wariantami u
0s6b z ciezkim op6znieniem neurorozwojowym, NDD, ang. neurodevelopmen-
tal delay), a takze role funkcjonalng (58 genow GER, ang. gene expression
requlation, regulacja ekspresji genéw, w tym regulatory chromatyny i czyn-

niki transkrypcyjne; 24 geny NC, ang. neuronal communication, komunikacji
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neuronowej; 9 genéow cytoszkieletu i 11 innych), podsumowanie zobrazowano
na rysunku [I.1] Wiekszos¢ zidentyfikowanych genow ulega ekspresji w liniach
neuronalnych pobudzajacych i hamujacych, na wczesnych etapach rozwoju
(ptodowego i po urodzeniu). Osoby z ASD, ktére posiadaja destrukcyjne wa-
rianty de novo genéw GER lub NC, wykazuja opdéznienie wieku chodzenia
oraz obnizony iloraz inteligencji (IQ) w poréwnaniu z osobami, ktore nie maja
mutacji w tych 102 genach. Przy czym silniejszy negatywny efekt na opoznie-
nie chodzenia wywotuja wariaty genow GER niz NC. Zaobserwowano takze
dwukrotnie zwiekszong czesto$¢ wystepowania wariantéw de novo prowadza-
cych do utraty funkcji w genach silnie ograniczonych pod wzgledem zmien-
nosci genetycznej, u dotknietych ASD mezczyzn w poréwnaniu do kobiet z
ASD. W sumie, wszystkie de novo warianty egzomowe (w kodujacych biatka
sekwencjach DNA) w autosomach (chromosomy, ktore nie sa chromosomami
plci) wyjasniaja tacznie 1,92% zréznicowania wystepowania ASD. Oznacza
to, ze te warianty genetyczne maja niewielki, ale obserwowalny wktad w roz-
woj 1 wystepowanie ASD. Wiekszos¢ zréznicowania ASD nie jest wyjasniana
przez te konkretne de novo warianty genetyczne, co sugeruje, ze inne czynniki,
takie jak srodowisko i dziedziczenie genetyczne, réwniez odgrywaja istotna

role w etiologii tych zaburzen neurorozwojowych.
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53 geny ASD 49 genéw ASD & NDD
Reg“'a“’ggeksp,' S ASHIL KMT2C RFX3 ADNP IRF2BPL SETD5
gendéw
CELF4 KMT2E RORB ANKRD11 MBD5 SIN3A
CHD8 KMT5B SATB1 ARID1B MED13L TBL1XR1
DEAF1 LDB1 SKI ASXL3 MYTIL TCF4
EIF3G MKX SMARCC2 BCL11A NACC1 TCF7L2
ELAVL3 NCOAT1 TBR1 CHD2 NSD1 TCF20
HDLBP PAX5 ZMYND8 CREBBP NR3C2 TLK2
KDM5B PHF2 CTNNB1 PHF12 TRAF7
KbmeB PHF21A DNMT3A POGZ TRIP12
K°m“"ik;fj:e:§”'°"a'"a ANK2 GRIA2 SCNIA FOXP1 PPP2R5D VEZF1
AP2S1 KCNMAT1 SHANK2 FoxpP2 RAI1 WAc
CACNA2D3 NRXN1 SHANK3 CACNA1E KCNQ3 SLC6A1
DIP2A PTEN GABRB2 LRRC4C STXBP1
bscam PPP1R9B GABRB3 PRR12 SYNGAP1
Cytoszkielet GRIN2B SCN2A
9 gend CORO1A GFAP PTK7
genéw
DPYSL2 MAP1A SPAST DYNC1H1 DYRK1A TAOK1

Inne
11 gendéw

Rysunek 1.1: Kategorie fenotypowe i funkcjonalne genéw zwigzanych z ASD.
Geny mozna funkcjonalnie podzieli¢ na cztery grupy (regulacja ekspresji ge-
now |GER|, wyrdznione na fioletowym tle; komunikacja neuronalna [NC], na
zielonym tle; zwiazane z cytoszkieletetem, na ciemnoszarym tle i inne zazna-
czone na jasnoszaro). FWER < 0,05; FDR < 0,05; FDR< 0,10 (FWER,
family-wise error rate, wskaznik réwny prawdopodobienstwu, ze zostanie po-
pelniony co najmniej jeden btad typu I [niewlasciwe odrzucenie hipotezy ze-
rowej| dla calej rodziny przeprowadzonych testow statystycznych; FDR, false
discovery rate, miara kontrolujaca ryzyko popelnienia btedu typu I w kon-
tekscie wielokrotnego testowania hipotez). Rycine zaczerpnieto z [10], zmo-

dyfikowano.
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Czynniki srodowiskowe

Pewne czynniki srodowiskowe moga odgrywa¢ role w rozwoju ASD[I6].
Jako potencjalne czynniki ryzyka badano ekspozycje prenatalne, okolouro-
dzeniowe oraz postnatalne. Najczesciej cytowane zrodta ryzyka srodowisko-
wego obejmuja narazenie na toksyny i metale ciezkie w zyciu ptodowym [17],
narodziny dziecka i miejsce zamieszkania matki w poblizu Zrodel zanieczysz-
czenia powietrza [I8], stosowanie lekow [19, 20] i substancji psychoaktywnych
podeczas ciazy |21, 22], a takze czynniki zdrowotne rodzicow, w tym wiek [23],
otytos¢ matki i cukrzyca [24, 25] i stan witamin w okresie przed i okolocia-
zowym |26}, 27, 28] oraz choroby zakazne i stan zapalny u matki [22].

Interakcje miedzy czynnikiem genetycznym a czynnikami sSrodowiskowymi
zostaly zaproponowane jako gléwny mechanizm etiologii autyzmu [29, [30].
Jako najwazniejszy czynnik posredniczacy w interakcjach miedzy $rodowi-
skiem a genomem uwazane sa oddzialtywania epigenetyczne [31]. Efekt czyn-
nikéw srodowiskowych moze wyrazacé sie przez wplyw na jakos¢ i ilos¢ ekspre-
sji gendéw poprzez mechanizmy epigenetyczne, w tym metylacje DNA, zmiany
w biatkach histonowych i ekspresje niekodujacych RNA [16]. Dodatkowo, po-
jawiaja sie przestanki o tym, ze narazenie na czynniki §rodowiskowe, ktore
przypisuje sie jako istotne czynniki ryzyka dla zaburzen ze spektrum auty-
zmu, moze odgrywaé przyczynows role w pojawianiu si¢ szkodliwych mutacji
de novo [32]. Nalezy podkresli¢, ze zaden z czynnikéw Srodowiskowych nie
jest wystarczajacy, aby wywotaé zaburzenia ze spektrum autyzmu, raczej

zbidr czynnikow moze odgrywac role w wystepowaniu ASD [33].

1.2 Badania dotyczace mikrobiomu jelitowego
w konteks$cie ASD

Mikrobiota to spotecznos$é sktadajaca sie gtéwnie z bakterii, archeonow,
wirusé6w i mikroorganizmoéw eukariotycznych, takich jak grzyby, czy proti-
sty [34], 35, 36]. Obok genoméw jadrowych i mitochondrialnych, mikrobiom,

odnoszacy sie do materiatu genetycznego mikrobioty, odgrywa wazng role w
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zdrowiu i chorobach cztowieka [36], na przyktad poprzez uzupelnianie funk-
cji molekularnych i metabolicznych [37]. W szczeg6lnosci mikrobiom jelitowy
jest postrzegany jako niezbedny element zapewniajacy homeostaze 38| [39].
Ponadto, jak podano w literaturze, jelitowy uktad nerwowy i centralny uktad
nerwowy moga komunikowaé¢ sie i oddzialywaé na uktady odpornosciowy,
endokrynologiczny i neuronalny [40]. Koncepcja osi jelito-mikrobiota—mozg
jako dwukierunkowego systemu komunikacyjnego, korzystajacego z wielu wspol-
nych Sciezek, takich jak autonomiczny system nerwowy (czesé¢ uktadu ner-
wowego, ktora dziata niezaleznie od naszej swiadomej kontroli, jest odpo-
wiedzialny za regulacje funkcji wewnetrznych organizmu) i produkcja neu-
roprzekaznikow czy krotkotaricuchowych kwasow ttuszezowych (SCFA, ang.
Short-Chain Fatty Acid) |41], zyskala na popularnosci na przestrzeni lat w
podejsciu ekosystemowym do zdrowia czlowieka [42]. Zainteresowanie tym
tematem ciagle rosnie i jest dokladnie opisywane [41} 43] [44] ze wzgledu na
jego udowodniong role w regulacji wielu funkcji organizmu [39]. Kluczowa
role mikrobioty jelitowej wykazano w wielu schorzeniach, w tym w alergiach,
zaburzeniach wydzielania wewnetrznego, powiktaniach zwigzanych ze stanem
odzywiania i zmianami metabolicznymi, takimi jak otylos¢ i cukrzyca, cho-
robach zapalnych jelit, a takze w zaburzeniach z spektrum autyzmu [45].
Mikrobiota, jako niegenetyczny element dziedziczny, przyczynia sie do
metabolizmu i wplywa na uklad nerwowy i odpornosciowy gospodarza [46,
47, 48], a nabywana jest w trakcie ciazy, podczas porodu i po narodzi-
nach, gdy niemowle dziedziczy mikrobiote pochwy, skory, katu i ust matki
[49, 50, 51]. Nastepnie, poprzez mleko matki lub mleko modyfikowane, no-
worodek otrzymuje kolejne inokulum mikroorganizmoéw, ktoére zasiedla jego
jelita [52], 53, B1]. Mikrobiota jelitowa formuje sie w pierwszych latach zy-
cia dziecka [51] i przechodzi wiekszo$¢é swojego rozwoju na wezesnym etapie
zycia dziecka, a gléwne zmiany w sktadzie obserwuje sie do momentu, gdy
dziecko ma 2 do 3 lat [54] 5], 56, 57]. Niektore dowody wskazuja, ze prawie
potowa dojrzatosci mikrobioty jest osiagana okoto trzeciego roku zycia [56].
Niemniej jednak, dorosty poziom réznorodnosci mikrobioty jelitowej moze
nie by¢ osiagniety nawet w wieku 5 lat [54, 57| i pewne dowody wskazuja,

ze dojrzewanie mikrobioty moze trwac przez okres dojrzewania [58 59]. W
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tym czasie, czynniki srodowiskowe, takie jak typ zywienia, karmienie piersia,
dieta zalezna od kultury i pory roku, a takze inne narazenia srodowiskowe czy
higiena, wplywaja na jego formowanie [60, [51]. Mikrobiota moze zostaé¢ tatwo
zaburzona, na przyklad przez stosowanie kortykosteroidéw lub lekéw hamu-
jacych wydzielanie kwasu zotadkowego (inhibitory pompy protonowej, ogra-
niczaja wydzielania kwasu solnego przez komorki oktadzinowe btony sluzowe;j
zotadka), eliminowana przez terapie antybiotykowa, zmieniana przez terapie
probiotyczne lub zaklécana przez infekcje lub choroby przewodu pokarmo-
wego [61]. Sugeruje sie, ze réznorodnosé i wzorce kolonizacji mikrobioty sa
ksztaltowane przez czynniki takie jak sposob porodu [55], posiadanie rodzeri-
stwa [55], wiek ciazowy [55], mase urodzeniowa [62], stosowanie antybiotykow
podczas pierwszych lat zycia[55], obecnosé zwierzat domowych z sierscia [55]
oraz diete [55]. Sposob porodu jest uznawany za gtowny determinant sktadu
mikrobioty, a dzieci urodzone w rézny sposéb maja réozny sktad mikrobioty
jelitowej przez pierwsze lata zycia [55], [63], [64] (65, [66]. Istnieje pewien stopieri
zmiennosci w sktadzie mikrobioty jelitowej u dorostych, ktory, poza wspo-
mniang dieta, czy stosowaniem antybiotykoéw, moze byé ksztaltowany tez
przez styl zycia i genetyke [67), 68]. Rosnaca liczba obserwacji sugeruje, ze
mikrobiom jelitowy ma wplyw na rozwoj neurologiczny i moze wptywaé na
zachowanie, w tym, na udzial mikrobioty i jej metabolitow w ksztattowaniu
objawow spektrum autyzmu [69).

Coraz wiecej dowodow wskazuje, ze dzieci z ASD cierpig na zaburzenia
przewodu pokarmowego czesciej niz dzieci neurotypowe [70], a dolegliwosci
przewodu pokarmowego, takie jak zaparcia, biegunka i bél brzucha, sa skore-
lowane z nasileniem ASD [71]. Uktad pokarmowy zostal uwzgledniony w hi-
potezach dotyczacych ASD, zaréwno terapeutycznych, jak i przyczynowych
[72], poniewaz dzieci autystyczne wykazuja wyzsza czesto$é wystepowania
dolegliwosci zwiazanych z przewodem pokarmowym w poréwnaniu do dzieci
zdrowych [73]. Prawie potowa dzieci z ASD doswiadcza jednego lub wie-
cej przewlektych dolegliwosci przewodu pokarmowego [74]. Jednakze nie jest
wiadome, czy dysfunkcja przewodu pokarmowego i dysbioza sa konsekwencja
wiekszego zaburzenia, czy sama przyczyniaja sie do powstania ASD [69].

Biorac pod uwage trudnosci w ocenie ilo$ciowej, w literaturze obliczono
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mediane proporcji wystepowania dolegliwosci z przewodu pokarmowego wy-
krytych w roznych badaniach wsrod osob z ASD, ktéra wynosi 46,8% dla
dowolnego lub zestawu wiecej niz jednego objawu z przewodu pokarmowego,
22% dla zapar¢, 14% dla dolegliwosci brzusznych i 13% dla biegunki [75]. Sza-
cuje sie, ze okoto 95% zaparé u dzieci moze nie mie¢ pierwotnej przyczyny
fizjologicznej (zwiazanej z procesami biologicznymi lub strukturalnymi), ale
funkcjonalna (przyczyny, ktore moga wynikaé z wielu czynnikow, w tym psy-
chologicznych, behawioralnych i srodowiskowych) [76]. Wiele dzieci z ASD
prezentuje dodatkowo warunki nasilajace, takie jak opdznione uczenie sie
lub brak umiejetnosci korzystania z toalety, ktore negatywnie wptywaja na
oproznianie jelit [77]. Dzieci z ASD maja rowniez trudnosci w przetwarzaniu
bodzcow sensorycznych, a czesto wykazuja ograniczong mobilnosé¢ wynika-
jaca z ich wzorcow zachowan, ktoére sa czynnikami wtérnymi, ktére moga
zmniejszaé ruchliwosé przewodu pokarmowego [78)].

Roéznice w sktadzie mikrobioty przewodu pokarmowego u dzieci z ASD w
poréwnaniu do neurotypowego rodzenstwa i/lub neurotypowych niespokrew-
nionych dzieci kontroli zostaly opisane w réznych badaniach [79]. Zmiany
w mikrobiocie jelitowej, ktore obserwuje sie¢ w ASD, moga mie¢ role przy-
czynowa i podtrzymywacé¢ symptomy ze strony przewodu pokarmowego lub
moga jedynie stanowi¢ czynnik zakldcajacy, wynikajacy z ograniczen die-
tetycznych [79]. Obecnosé objawéw ze strony przewodu pokarmowego jest
waznym czynnikiem zaklocajacym (ang. confounder) w badaniu mikrobioty
jelitowej i ASD [79]. Ograniczenia dietetyczne stanowia wazny aspekt zabu-
rzen ze spektrum autyzmu, a dieta jest takze niezwykle waznym czynnikiem
ksztaltujacym mikrobiote [80, R1l, [82].

Wiekszos¢ badan opisywanych w literaturze nie gromadzilta szczegdtow
na temat diety, ani nie oceniala wptywu diety na mikrobiote jelitowa. Ze
wzgledu na to, ze dieta jest waznym czynnikiem zaktdcajacym, niejasne po-
zostaje, do jakiego stopnia dieta wpltywa na sktad mikroorganizméw w po-
pulacji 0s6b z ASD [79]. W badaniu autorstwa Son i in. [83] nie raportowano
zadnych znaczacych réznic w sktadzie mikrobioty w odniesieniu do dziennej
podazy makrosktadnikéw. Nie zauwazono zadnych istotnych réznic miedzy

czterema grupami (dzieci z ASD 1 ich neurotypowe rodzeristwo, majace lub
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nie funkcjonalne zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego) pod wzgledem
dziennej podazy makrosktadnikéw, takich jak kalorie, biatka, ttuszcze, we-
glowodany, cukry i btonnik pokarmowy. W badaniu Parracho i in. [84] oraz
Kang i in. [85] rowniez nie znaleziono zwiazku pomiedzy dieta a populacjami
mikroorganizméw. Berding i in. [80] badali sktad mikrobioty w odniesieniu
do zachowan zywieniowych, spozycia sktadnikéw odzywczych i grup zyw-
noéci, a takze wzorcow dietetycznych. W tym badaniu spozycie btonnika
pokarmowego korelowato negatywnie z obfitoscig Clostridiales. Z kolei obfi-
tos¢ Faecalibacterium byta pozytywnie skorelowana z jedzeniem smazonym i
negatywnie z owocami. Zidentyfikowali rowniez, ze 2 odrebne wzorce diete-
tyczne byly zwiazane z unikalnymi profilami mikrobiologicznymi u dzieci z
ASD [80]. Podobne réznice w wzorcach zywienia i mikrobioty zaobserwowano
u dzieci z ASD w badaniu przeprowadzonym przez Plaza-Diaz i in. [86].

Poréwnujac réznorodnosé mikrobioty jelitowej u dzieci z ASD i grup kon-
trolnych, 3 badania wykazaly wieksza réznorodnosé w grupie os6b z ASD
[87, 88, 89], a 2 inne raportowaly zmniejszona réznorodnosé [85], 90, z kolei
3 nie wykazaly roznicy [91), 3], 92].

Firmicutes, Bacteroidetes i Proteobacteria sg najliczniej reprezentowane
typami bakterii we wszystkich badaniach (wystepujacymi w najwiekszej ob-
fitosci) [79]. Bacteroidetes byly bardziej obficie wystepujacym typem u dzieci
z ASD w 5 badaniach [93], 04, 87, 88|, [89]. Z kolei w trzech innych badania za-
uwazono istotny wzrost stosunku Firmicutes do Bacteroidetes ze wzgledu na
obnizong obfitos¢ Bacteroidetes u dzieci z ASD [958, 96, 92], a w dwoch bada-
niach nie wykazano réznicy w poziomach Bacteroidetes i Firmicutes [97, [08].

Do bakterii, ktérych zmiany zostaly raportowane w badaniach nad mikro-
biota w ASD, nalezg m.in. Clostridium, Desulfovibrio, Lactobacillus i Sutte-
rella [79]. Zmieniony sktad mikrobioty moze prowadzi¢ do zaklocenia bariery
jelitowej, co potencjalnie umozliwia przechodzenie bakterii i ich antygenow,
toksyn i metabolitow poza $wiatto jelita [99].

Jedno z pierwszych badan, w ktérym zostala wysunieta hipoteza, ze za-
kt6cenia mikrobioty jelitowej moga przyczynia¢ sie do objawoéw autystycz-
nych, zostato opublikowane w 2000 roku przez Sandlera i in. [L00]. To badanie

wykazalo poprawe objawéw autystycznych po podaniu doustnym wancomy-
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cyny. Objawy powrdcity po zakoniczeniu leczenia, wiec zasugerowano, ze sie,
ze mogto to by¢ spowodowane tym, ze Clostridium sa bakteriami wytwarza-
jacymi przetrwalniki, co promuje nawroty [100].

W obrebie typu Firmicutes, wzrost poziomu Clostridiales zaobserwowano
u 0s6b z ASD, w kilku badaniach, stosujac rézna metodologie w badaniach. Z
wykorzystaniem metody pirosekwencjonowania 16S rRNA [86, 10T, 97, 102,
80, 96, [88]. Strati i in. [95] wykazali, ze problemy ze strony przewodu pokar-
mowego u dzieci z ASD byly zwigzane z wysokim poziomem Clostridia. W
badaniach z uzyciem metody qPCR: 3 grupy Clostridium (I, XI i XIVab) oraz
C. bolteae, byly statystycznie istotnie bardziej obfite u pacjentéw z ASD w ba-
daniu Song i in. [I03]. Inne badanie z uzyciem metody qPCR wykazalo wzrost
grupy Clostridium I w ASD [104]. Uzywajac fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ, zidentyfikowano wzrost Clostridium histolyticum w stolcach pacjentow
z ASD w poréwnaniu do zdrowych os6b kontrolnych, chociaz neurotypowe
rodzenstwo dzieci z ASD réwniez miato wyzsze poziomy C. histolyticum niz
osoby kontrolne [84]. Williams i in. [96] stwierdzili, ze wzrost Clostridiales byt
w duzej mierze przypisywany wzrostowi w obrebie rodzin Lachnospiraceae i
Ruminococcaceae. Wzrost Lachnospiraceae i Ruminococcaceae zaobserwo-
wano rowniez u dzieci z ASD z objawami jelitowymi w poréwnaniu do dzieci
kontrolnych z podobnymi objawami w badaniu Rose i in. [I05]. W badaniu
Pulikkan i in. [92] autorzy zauwazyli rowniez wzrost Ruminococcaceae, pod-
czas gdy Liu i i in. [106] stwierdzili przeciwnie, ze Ruminococcaceae byty
istotnie zmniejszone u oséb z ASD. Bakterie z rodziny Clostridiaceae synte-
zuja produkty metaboliczne, np. fenole, p-krezol, niektére pochodne indolu,
ktore sa potencjalnie toksyczne dla ludzi, a takze sa producentami kwasu
propionowego [79].

Gatunki Desulfovibrio sa wiazane ze zwiekszong produkcja kwasu pro-
pionowego, ktory przypuszcza sie, ze moze mie¢ udzial w patogenezie ASD
[107]. Dwa badania wykazaty wieksza obfitosé¢ gatunkoéw Desulfovibrio u osob
z ASD [89, [104]. Ponadto, zauwazono silna korelacje miedzy obecnoscia De-
sulfovibrio a nasileniem objawow autyzmu [104].

W trzech badaniach wykazano, ze bakterie z rodzaju Lactobacillus wy-
stepowaly istotnie obficiej u os6b z ASD [95], 02, [104]. Sa to bakterie czesto
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stosowane w preparatach probiotycznych [79]. Z kolei inne bakterie probio-
tyczne, Bifidobacterium, byty mniej obfite w grupie ASD w odniesieniu do
neurotypowego rodzenistwa i neurotypowej niespokrewnionej kontroli [10§], a
takze [80), 88, [89], ale inne badania wykazaly przeciwnie, zwiekszenie obfito-
Sci bakterii tego rodzaju [86, 92]. W wymienianych badaniach nie zbadano
jednak uzycia probiotykow [79].

Wigksza obfitos¢ bakterii z rodzaju Sutterella, ktory nalezy do klasy Beta-
proteobacteria i dla ktorej stwierdzono pozytywna korelacje z chorobg jelit,
choroba Lesniowskiego-Crohna [109], zostala opisana w kilku badaniach i
dotyczyta dzieci z ASD [110, 87, 88, 111]. Williams i in. [96] stwierdzili pod-
wyzszony poziom Betaproteobacteria u pacjentow z ASD, odzwierciedlajace
obecno$é¢ Alcaligenaceae, a pdzniej opisali te bakterie jako gatunki Sutterella
[110]. Potwierdzili obecnosé gatunkow Sutterella u ponad 50% dzieci z ASD
i brak tych bakterii u dzieci kontrolnych. Dwa inne badania zaobserwowaty,
ze Sutterella byla mniej obecna u pacjentow z ASD [R5, T0T].

Inna bakteria opisywana w literaturze dotyczacej ASD jest Akkermansia
muciniphila, nalezaca do typu Verrucomicrobiota. Jest to bakteria rozklada-
jaca mucyne, zazwyczaj obecna w duzych iloSciach w zdrowym jelicie, wiec
jej brak moze przyczyni¢ sie do zaburzenia funkcji bariery sluzowej [79]. Sa
doniesienia, ze obfitos¢ bakterii Akkermansia muciniphila byta mniejsza u
pacjentow z ASD w poréwnaniu z grupa kontrolng [I0§], ale roéwniez prze-
ciwstawne, raportowano takze zwiekszone poziomy Akkermansia u oséb z
ASD [88].

Mniejsze obfitosci bakterii z rodzaju Prevotella zauwazono u pacjentoéw
z ASD w trzech badaniach [85], O], 90], ale Plaza-Diaz i in. [86] doniesli o
znaczaco zwiekszonych poziomach Prevotella u os6b z ASD. Prevotella to
rodzaj bakterii zazwyczaj dominujacy w jelitach oséb spozywajacych diete
bogata w blonnik i inne weglowodany, zwtaszcza w populacjach niezachod-
nich [I12], 113]. Prevotella to rodzaj o duzej roznorodnosci gatunkowej i duzej
roznorodnosci genetycznej miedzy szczepami [I14]. Jej rozne szczepy moga
pemhic¢ rézne funkcje, zaréwno korzystne, jak i szkodliwe, co moze zalezeé¢
od kontekstu [I15]. Wysoka réznorodnosé gatunkowa i genetyczna Prevotella

sprawia, ze trudno przewidzie¢ ich konkretng funkcje, ktéra moze sie réznié
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miedzy jednostkami.

1.3 Krétkotancuchowe kwasy tluszczowe

Krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe, SCFA (ang. Short-Chain Fatty Acids)
s organicznymi zwiazkami chemicznymi. Sktadaja sie z krotkiego tancu-
cha weglowego, zawierajacego od 2 do 6 atoméw wegla [116]. Wystepuja
naturalnie w przewodzie pokarmowym i sg gléwnymi produktami konco-
wymi metabolizmu bakterii [I17]. Najwazniejszymi SCFA sa kwas octowy
(CH3COOH; C2), kwas propionowy (CH3CH,COOH; C3) i kwas mastowy
(CH3(CH3)2COOH; C4) [I18]. Sa syntetyzowane przez mikroorganizmy bez-
tlenowe ze sktadnikow, takich jak polisacharydy, oligosacharydy, biatka, pep-
tydy i glikoproteiny [119].

Gtowne SCFA jak octan, propionian i maslan, powstaja zarowno w wy-
niku fermentacji weglowodanow, jak i aminokwasow [117]. Jesli chodzi o ilosé,
to weglowodany sa najwazniejszymi prekursorami krotkotanicuchowych kwa-
sow thuszezowych [I17]. Weglowodany sa fermentowane przez bakterie sa-
charolityczne gtownie w proksymalnej czesci jelita grubego, co prowadzi do
powstawania liniowych krotkotancuchowych kwasow ttuszezowych, Hy i COq
[120, 117, 121]. Z kolei fermentacja bialek i aminokwaséw przez bakterie
proteolityczne prowadzi do powstawania rozgatezionych krotkotancuchowych
kwasow ttuszczowych, Hy, COy, CH,, fenoli i amin [120, 121].

Procesy biochemiczne, w wyniku ktoérych produkowane sa SCFA, zacho-
dza gtéwnie w katnicy i dalszej proksymalnej czesci jelita grubego, czyli miej-
scu bogatym w substraty metaboliczne, poniewaz jest to miejsce potaczenia
jelita cienkiego z grubym. Niestrawialne oligosacharydy, czyli te, ktére nie ule-
gly strawieniu przez enzymy w przewodzie pokarmowym cztowieka, staja sie
substratem odzywczym dla bakterii jelitowych [I18]. Poddane bakteryjnemu
metabolizmowi, wykorzystywane sa dalej przez organizm w formie SCFA.
Glownymi substratami fermentacji sa (a) skrobie, ktore nie sg strawione w
jelicie cienkim oraz (b) polisacharydy scian komorkowych roslin (celulozy i

polisacharydy niecelulozowe, takie jak pektyny, ksylany, arabinogalaktany,
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gumy i $luzy) [I17]. W zwiazku z tym, weglowodany z diety, w tym skrobia
oporna oraz btonnik pokarmowy stanowa wazne zrédto do fermentacji i pro-
dukeji SCFA [118]. Reakcje fermentacji w jelicie grubym sa w duzym stopniu
zalezne od chemicznego sktadu zrodta substratu [122] oraz mikroorganizmow
w jelicie grubym, ktore posiadaja roézne enzymy i Sciezki metaboliczne, po-
przez ktore moga efektywnie rozktada¢ i fermentowaé okreslone substraty
[121].

Kroétkotancuchowe kwasy tluszczowe pelnia wazne funkcje w organizmie,
m.in. dostarczanie energii dla komoérek nabtonka jelitowego, wpltyw na me-
tabolizm glukozy i lipidéw, regulacje proceséw zapalnych oraz utrzymanie
zdrowej mikrobioty jelitowej, w zwiazku z efektem wzajemnego dostarczania
substancji odzywczych (ang. cross—feeding) [120)].

SCFA ulegaja wchlonieciu, a nastepnie sa metabolizowane w trzech gtow-
nych miejscach w organizmie: (1) komorki nabtonka katnicy i okreznicy, ktore
wykorzystuja maslan jako gtowny substrat dla szlakéw metabolicznych, ktore
dostarczaja energie niezbedna do utrzymania homeostazy i wykonywania
podstawowych funkeji komorkowych [122]; (2) komorki watroby, gdzie octan,
ktory jest pobierany przez watrobe w 50% do 70% jest wykorzystywany w
procesach syntezy cholesterolu i kwasow ttuszczowych [123| 124], a takze
pozostaly maslan i gtéwnie propionian, ktére moga by¢ substratami gluko-
neogenezy [120, 118, 121], kwas propionowy ma dziatanie przeciwlipogenne
i obnizajace poziom cholesterolu [125]; (3) komorki migsniowe, ktore gene-
ruja energie poprzez utlenianie pozostatego octanu [120] 118, 121]. Wchta-
nianie kwasow ttuszczowych krotkotaricuchowych w katnicy i okreznicy jest
bardzo efektywnym procesem, i tylko 5% do 10% wydalanych jest w kale
[1211, 126, [118].

Kwas mlekowy

Poza SCFA, w jelicie istotna role pelni metabolizm kwasu mlekowego. Jest
produkowany przez mikroorganizmy i ma wptyw na sktad mikrobioty jelito-
wej [127], Zrodlem tego kwasu jest tez metabolizm tkanki gospodarza w proce-

sie glikolizy [128], jednak wzgledny udzial zrodet bakteryjnych i gospodarza
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jest obecnie niejasny [127]. U myszy hodowanych w warunkach sterylnych
(ang. germ-free, wolne od drobnoustrojow) odnotowano niskie (0,38 mM)
stezenie kwasu mlekowego w jelicie Slepym, §wiadczace o pochodzeniu tego
kwasu z tkanek gospodarza [129].

Mikrobiota jelitowa ulega dynamicznym zmianom od momentu narodzin.
W pierwszych miesiacach zycia, mikrobiota jelitowa niemowlat jest mniej
zroznicowana i rozni sie sktadem oraz funkcja od mikrobioty dorostych [130].
Najbardziej znaczace roéznice to podwyzszone stezenie kwasu mlekowego w
kale niemowlat oraz brak lub bardzo niski poziom maslanu, co skorelowane
jest z matym udziatem bakterii produkujacych kwas mastowy [130], co wy-
nika ze sposobu zywienia niemowlat. Jelita karmionych piersia niemowlat
zasiedlane sa gltownie przez Bifidobacteria, ktore wytwarzaja kwas mlekowy
jako koncowy produkt fermentacji [127]. Wiekszos¢ pierwotnych kolonizato-
row w jelitach niemowlat stanowia bakterie produkujace kwas mlekowy, takie
jak Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides, Streptococcus, Staphylococcus
i Enterococcus [131),132], zatem musi by¢ on efektywnie wykorzystywany, aby
zapobiega¢ negatywnym skutkom jego nagromadzenia [133] [134].

Bakterie wykorzystujace mleczan jako substrat energetyczny dzielg sie
na takie, ktore produkuja Hy, np. Veillonella, oraz takie, ktore wytwarzaja
go w minimalnej ilosci lub wcale, np. Eubacterium limosum i Propionibacte-
rium avidum [133]. Nadmierna produkecja Hy z wykorzystania mleczanu moze
prowadzi¢ do wzde¢ i jest mozliwym czynnikiem kolki u niemowlat [I35]. Za-
uwazono wieksze wystepowanie bakterii metabolizujacych kwas mlekowy i
produkujacych Hy u niemowlat z kolka [133].

U dorostych udzial bakterii z rodzaju Bifidobacterium spada do 5-10%
mikrobioty [136]. W przypadku aktywnej nieswoistej choroby zapalnej jelit
(IBD, ang. inflammatory bowel disease), obfitos¢ bifidobakterii i lactobacilli
wzrasta (producentéw kwasu mlekowego), co wiaze sie ze spadkiem liczby ga-
tunkow produkujacych kwas mastowy i wzrostem poziomu kwasu mlekowego
w stolcu [I37]. Te sytuacje mozna wyjasni¢ tym, ze inne gatunki bakterii jeli-
towych sa zdolne do wykorzystywania kwasu mlekowego, co oznacza, ze moga
go wykorzystywaé jako zrodlo energii (cross—feeding). Kwas mlekowy moze

stuzy¢ jako zrodto energii dla patogenow, takich jak gatunki Campylobacter i
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Salmonella [138]. Jednak wytwarzany przez drobnoustroje mleczan moze by¢
tez przeksztalcany w propionian lub maslan przez bakterie wykorzystujace
mleczan [139].

Co wiecej, akumulacja kwasu mlekowego wiaze sie z operacyjnym usunie-
ciem czesei jelita cienkiego i grubego u ludzi [140)], a takze z wystepowaniem
nieswoistego zapalenia jelit (IBD), takimi jak choroba Lesniowskiego-Crohna
i wrzodziejace zapalenie jelita grubego [141].

W zdrowym jelicie grubym zachodzi rownowaga miedzy produkcja a wy-
korzystaniem kwasu mlekowego, co zapobiega jego nagromadzeniu. Bakte-
rie wyspecjalizowane w przetwarzaniu kwasu mlekowego pomagaja utrzymac
stabilno$¢ mikrobioty, nie dopuszczajac do jego nadmiernej akumulacji i ob-

nizeniu pH [127].

Kwas propionowy

Kwas propionowy (PPA, ang. propionic acid) jest produktem fermenta-
c¢ji bakterii zwiazanych z ASD, takimi jak Clostridia, Bacteriodetes, Desul-
fovibrio [142]. Jako przedstawicieli konsorcjum produkujacego PPA mozna
wymieni¢ m.in. Bacteroides vulgates, Bacteroides thetaiotaomicron, Copro-
coccus catus, Veillonella parvula, Ruminococcus obeum (Blautia), Akkerman-
sia muciniphila, Lactobacillus plantarum [143]. PPA jest takze powszechnie
stosowany jako konserwant w przetworzonej zywnosci ze wzgledu na swoje
wlasciwosci przeciwgrzybicze [144] [69, 142, 145, 146, 05]. Jego ilos¢ w jeli-
cie ilustruje wzajemne powigzania miedzy profilem mikrobiomu a nawykami
zywieniowymi (natura kontra wychowanie, ang. nature versus nurture) [147].

Kwas propionowy tatwo przenika przez bariery krew—jelita i krew—mozg,
zdobywajac dostep do centralnego uktadu nerwowego, gdzie moze przecho-
dzi¢ przez blony komoérkowe i gromadzi¢ sie w komorkach, zmieniajac ich
pH [148, 149, 150]. To z kolei moze wywoltywaé¢ zmiany w uwalnianiu neu-
roprzekaznikow i wpltywaé na przewodnictwo nerwowe poprzez potaczenia
szczelinowe (ang. gap junctions), potencjalnie modyfikujac komunikacje neu-
ronalng i zachowanie [I51], [152] [150].

Kwas propionowy moze wptywaé¢ na gospodarke dopaminy, wapnia, i se-
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rotoniny (5-HT, 5-hydroksytryptamina) [I51, 153]. Wykazano, ze obecnosé
PPA i innych kwasow tluszczowych zwieksza uwalnianie 5-HT w jelitach
[153]. W mozgu, PPA i octan (SA, sodium acetate, octan sodu) moga wni-
ka¢ do komorek i gromadzi¢ sie w ich wnetrzu, gdzie moga posrednio zwiek-
sza¢ uwalnianie 5-HT poprzez obnizanie pH wewnatrzkomorkowego [148], 149,
152]. Z kolei zmiany w poziomach 5-HT zostaly zwigzane z zachowaniem
spotecznym [I54]. Agonista receptorow 5-HT to substancja, ktora wiaze sie
z receptorami 5-HT i aktywuje je, nasladujac efekty serotoniny. Gdy podano
go szczurom, zaobserwowano spadek zachowan zwiazanych z badaniem spo-
tecznym, co sugeruje, ze zwickszona aktywnos$é receptoréw serotoniny moze
tlumi¢ zaangazowanie spoteczne [155]. Z drugiej strony, po podaniu antago-
nisty 5-HT, czyli substancji, ktora blokuje receptory 5-HT, uniemozliwiajac
serotoninie wywotywanie jej zwyktych efektéw, odwrocono efekty agonisty, co
oznacza, ze zachowania zwigzane z badaniem spolecznym u szczuréow zwiek-
szyly sie ponownie. Sugeruje to, ze blokowanie aktywnosci receptoréw sero-
toniny moze zwieksza¢ zachowania spoteczne.

Propionian moze powodowaé¢ zmiany w zachowaniu oraz objawiac sie re-
akcja neurozapalna. Wstrzykniecia PPA bezposrednio do komér mézgowych
wywoluja u szczuréw objawy podobne do tych, ktore charakteryzuja ASD,
a sa to powtarzajace sie¢ zachowania, nadaktywnos$é¢, obracanie sie, ruchy
wsteczne, napady padaczkowe, rozpowszechniony stres oksydacyjny i reakcje
neurozapalna [145] [156], 150]. W wyniku badan, zasugerowano, ze PPA wy-
wotuje odpowiedZ neuroplastycznag lub neurozapalna, charakteryzujaca sie
astroglioza reaktywna, czyli nieprawidlowym wzrostem liczby astrocytow
[150].

Wyniki badania, ktore kontynuowato badanie wptywu PPA w uktadzie
nerwowym, sugeruja, ze propionian ma istotng role w modulowaniu prolife-
racji i réznicowania sie ludzkich komoérek macierzystych uktadu nerwowego
(hNSC, ang. human Neural Stem Cells) [147]. PPA prowadzi do (a) gliozy
(hNSC spontanicznie roznicowaly sie do neuronéw i komorek glejowych, trak-
towanie PPA drastycznie przesuneto réznicowanie w kierunku glejowych), (b)
zaburzen w potaczeniach miedzy neuronami (wieksza liczba neurosfer, struk-

tur trojwymiarowych utworzonych przez niezréznicowane komorki nerwowe,
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w obecnosci PPA w poréwnaniu do kontroli oraz zmniejszenie wydhuzania wy-
pustek komorek nerwowych w obecnosci PPA) i (c) reakeji zapalnej (blisko
5-krotny wzrost poziomu transkrypcji TNF-a i 3-krotny wzrost stezenia tej
cytokiny po traktowaniu 2mM PPA, w poréwnaniu do kontroli) [147]. Zaob-
serwowano wzrost poziomu GPR41 (receptora dla PPA) i biatka promujacego
przezycie komorek, p-Akt (aktywowana przez fosforylacje kinaza serynowo-
treoninowa Akt), podczas gdy poziom PTEN (inhibitora Akt) zmniejszyt sie
[147). Te wyniki sa zgodne z obserwacjami dotyczacymi zaburzeni obserwo-
wanych w rozwoju ASD [147]. Autorzy tego badania sugeruja, ze zmiana
mikrobiomu w jelitach matki prowadzi do powstania produktéw ubocznych,
takich jak PPA ktore nastepnie moga zaktocaé formowanie obwodéw neuro-

nowych podczas wczesnych etapow rozwoju nerwowego ptodu.

Kwas mastowy

Glownymi producentami maslanu sa bakterie z rodzaju Clostridium, Fu-
bacterium i Fusobacterium [157, 120, [158], a szczegdlnie Clostridium leptum,
Roseburia spp., Faecalibacterium prausnitzii i Coprococcus spp. [120), [159].

Masglan odgrywa role w regulacji osi mikrobiom-jelito-moézg, ktora taczy
dziatalno$é uktadu pokarmowego, mikroorganizméw w nim wystepujacych
z uktadem nerwowym czlowieka [106]. Dieta i sktadniki pokarmowe moga
wpltywaé na funkcje biologiczne na poziomie molekularnym.

Jedng z funkcji maslanu jest wspomaganie utrzymania integralnosci ba-
riery jelitowej, czyli warstwy komoérek nablonka jelita, potaczonych za po-
moca potaczen Scistych (ang. tight junctions) [160, 161], ktéra chroni orga-
nizm przed szkodliwymi substancjami zawartymi w pokarmie i kontroluje ich
przeptyw pomiedzy jelitami a reszta ciala. Wykazano, ze maslan aktywuje
montaz potaczen Scistych, kluczowych struktur bariery jelitowej, poprzez ak-
tywacje kinazy aktywowanej przez AMP (AMPK, ang. 5’ AMP-activated pro-
tein kinase) [162]. AMPK dziata kontrolujac $ciezki metaboliczne zaangazo-
wane w przemiane glukozy, metabolizm kwaséw thuszczowych oraz synteze
biatek [163]. Montaz bialek sktadajacych sie na polaczenia Sciste jest zabu-
rzony przy obnizonej aktywnosci AMPK [164], [165].
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Wykazano takze, ze maslan, dziatajac jako inhibitor deacetylazy histonowe;j-
1 (HDAC-1), przywraca funkcje bariery jelitowej poprzez regulacje kanatu po-
tasowego Trekl [166]. Wyniki tego badania dowiodly, ze biatko Trekl ulega
syntezie w komorkach nabtonkowych jelit, a inhibicja znaczaco narusza funk-
cje bariery jelitowej. Przywrocenie ekspresji Trek1 utatwito odzyskanie funk-
cji bariery jelitowej i zwiekszyto efekt specyficznych immunoterapii na hamo-
wanie reakcji alergicznych w jelitach [166]. HDAC-1 jest jednym z cztonkow
rodziny deacetylaz histonowych (HDAC, ang. histone deacetylases), ktore sa
odpowiedzialne za usuwanie grup acetylowych z histonéw. Acetylacja histo-
néw, czyli dodawanie grup acetylowych, prowadzi do rozluznienia upakowa-
nia chromatyny i zwieksza dostepno$é DNA dla bialek regulujacych ekspresje
gendéw. Deacetylacja histonéw prowadzi do kondensacji chromatyny i ograni-

czenia dostepu do DNA, co skutkuje obnizeniem ekspresji genow.
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Rozdzial 2
Cel pracy

Celem niniejszej pracy doktorskiej jest przeprowadzenie szczegdtowej ana-
lizy i wykazanie roznic w sktadzie mikrobioty fekalnej w trzech grupach: dzieci
z zaburzeniami ze spektrum autyzmu, ich neurotypowego rodzenstwa oraz w
grupie kontrolnej neurotypowych, niespokrewnionych dzieci.

W ramach tego badania dokonano oceny diety i dolegliwosci jelitowych
u badanych grup, a takze zbadano kréotkotancuchowe kwasy ttuszczowe jako
marker aktywnosci metabolicznej mikrobioty. Celem tych analiz byto zrozu-
mienie, jak te czynniki moga wiazaé sie ze zmianami w skladzie mikrobioty
oraz ich potencjalny zwiazek z zaburzeniami ze spektrum autyzmu. Rola mi-
krobiomu w kontekscie zaburzen ze spektrum autyzmu jest badana z nadzieja,
ze wyniki moga przyczynic sie do glebszego zrozumienia jego potencjalnego

wplywu na objawy tej grupy zaburzen neurorozwojowych.
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Rozdzial 3

Materialy 1 metody

3.1 Materialy

3.1.1 Uczestnicy badania

Badanie obejmowato dzieci z diagnoza zaburzen ze spektrum autyzmu
(ASD), liczaca 71 uczestnikow oraz ich neurotypowe rodzeristwo — 29 uczest-
nikéw, a takze neurotypowsa grupe kontrolng dzieci niespokrewnionych, li-
czaca 44 osoby. Uczestnicy badania byli wieku od 3 do 18 lat.

Uczestnicy zostali zrekrutowani za posrednictwem ogtoszen i kontaktow
osobistych, a informacje na ich temat rozprzestrzenialy sie rowniez na forach
internetowych dla rodzicéw dzieci z ASD. Uczestnicy badania pochodzili z
roznych regionéw Polski. Dla kazdego z uczestnikow w grupie badanej rodzice
deklarowali diagnoze ASD.

Grupa kontrolna sktadata sie z dzieci rekrutowanych za posrednictwem
kontaktéw osobistych.

Rodzicom lub opiekunom prawnym, ktorzy deklarowali cheé¢ udziatu w
badaniu, przedstawiano informacje na jego temat, po czym wysytano do
nich dokumenty i kwestionariusze do wypetnienia, a takze sterylne pojem-
niki na probki stolca. Rodzice lub opiekunowie otrzymywali takze szczego-
towe instrukcje dotyczace wypekiania ankiet i pobierania probek. Materiat

do badania pobierano po 14-dniowej obserwacji dolegliwosci ze strony uktadu
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pokarmowego oraz 7-dniowej obserwacji diety. Rodzice zostali poproszeni o
zamrozenie probki i dostarczenie jej do laboratorium, zapewniajac chtodzenie

na czas transportu.

3.1.2 Material badawczy

Probki stolca: niezbedne do przeprowadzenia (1) analizy mikrobiomu
i (2) analizy krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych (SCFA). Mikrobiom
jest badany w celu zidentyfikowania i analizy mikroorganizméw (komponenty
bakteryjnej i archeonéw) zyjacych w przewodzie pokarmowym dzieci z zabu-
rzeniami ze spektrum autyzmu w kontekscie neurotypowego rodzenstwa i w
odniesieniu do neurotypowej grupy dzieci niespokrewnionych. Analiza SCFA
stuzy do zbadania ilosci krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych, ktore sg

waznymi produktami metabolizmu bakterii jelitowych.

Dane ankietowe: Informacje zebrane za pomoca ankiet od rodzicow
lub opiekunéw dzieci, ktore obejmuja (1) pytania z zakresu perinatalnego
wywiadu medycznego i demograficznego oraz obecnego stanu zdrowia. (2)
Zbierano informacje na temat nawykéw zywieniowych dzieci w okresie nie-
mowlecym, ktore mogly mie¢ wptyw na ich obecny stan zdrowia i sktad
mikrobiomu. (3) Zebrano takze szczegolowe informacje na temat 7-dniowej
diety poprzedzajacej pobranie probki stolca, co umozliwito doktadna ocene
spozywanej diety i uwzgledniono jej wptyw w analizie mikrobiomu. (4) Przez
okres 14 dni obserwowano dolegliwo$ci ze strony uktadu pokarmowego oraz
ksztalt i kolor stolca. Te informacje zostaty zebrane w celu oceny stopnia, w
jakim dzieci moga cierpie¢ na zaburzenia uktadu pokarmowego. Wszystkie te
ankietowe informacje stanowia cenne Zrédto danych do analizy i interpretacji

wynikow badan.
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3.2 Metody

3.2.1 Ekstrakcja kwaséw nukleinowych mikroorganizmow

z probek kalu

W celu ekstrakcji kwaséw nukleinowych mikroorganizméw z materiatu
biologicznego, jakim byly probki stolca pobrane do sterylnych pojemnikow,
zastosowano dwa komercyjnie dostepne zestawy do izolacji kwaséw nukleino-
wych: QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) do izola-
cji DNA oraz AllPrep PowerFecal DNA/RNA Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy)
do jednoczesnego oczyszczania genomowego DNA i catkowitego RNA drobno-
ustrojow z probek katu. Oba zestawy charakteryzuja sie wysoka wydajnoscia
ekstrakcji kwasow nukleinowych, a takze pozwalaja na uzyskanie wysokiej
jakosci DNA i RNA, pozbawionych zanieczyszczen organicznych i nieorga-
nicznych, ktére moga negatywnie wpltywaé na zastosowania materiatu ge-
netycznego w poézniejszych etapach, szczegbdlnie w przygotowaniu bibliotek
DNA do sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS, ang. next-generation

sequencing).

W pierwszej metodzie, w ktorej wykorzystano zestaw QIAamp PowerFecal
Pro DNA Kit, ktéry usprawnia ekstrakcje DNA drobnoustrojéow za pomocg
probowki z kulkami i zoptymalizowanej chemii w celu wydajnej lizy komorek
bakteryjnych. Zestaw zawiera technologie usuwania inhibitoréw (IRT, Inhi-
bitor Removal Technology ®), ktora skutecznie eliminuje inhibitory takie jak
takie jak polisacharydy, zwiazki hemowe i sole kwasoéw zotciowych, z probek
katu, uzyskujac wysokiej jakosci DNA przy minimalnym czasie przetwarza-
nia. Probki poddawano obrébce poprzez dodawanie 250 mg katu do probo-
wek wypelnionych kulkami, a nastepnie wykonywano szybka homogenizacje
metodami mechanicznymi (wytrzasanie przez 10 minut przy 3000 rpm) i che-
micznymi (w buforze do lizy, bedacym czescia zestawu do izolacji). Inhibitory
usunieto za pomoca opatentowanego przez firme Qiagen odczynnika IRT®
a catkowity genomowy DNA (zar6wno DNA ludzkie, pochodzace z nabtonka

jelit, jak i DNA drobnoustrojow zawartych w masie katowej) wychwycono na

42



ROZDZIAL 3. MATERIALY I METODY 43

kolumnie z membrang krzemionkows. Nastepnie DNA przemyto i eluowano,
pozyskujac material genetyczny do dalszych zastosowari. Schemat podsumo-

wujacy procedure znajduje sie na rysunku [3.1]

W drugiej metodzie wykorzystano zestaw AllPrep PowerFecal DNA/RNA
Kit do jednoczesnego oczyszczania genomowego DNA i catkowitego RNA z
probek katu. Zestaw taczy w sobie technologie do selektywnego wiazania dwu-
niciowego DNA i technologie RNeasy, ktéra polega na selektywnym wigzaniu
RNA z membrang krzemionkowa w obecnosci buforéw, wraz z wlaczeniem
IRT® podczas poczatkowego procesu lizy probki. Probki katu o masie 200 mg
homogenizowano, a nastepnie poddano potaczonej lizie chemicznej i mecha-
nicznej przy uzyciu probowek zawierajacych kulki do homogenizacji i rozbi-
jania $cian komoérek bakteryjnych, w buforze ochronnym zawierajacym 1M
ditiotreitol (1M DTT). Lizat byl nastepnie przepuszczany przez kolumne
wirowa AllPrep DNA MinElute, ktéra w potaczeniu z buforem o wysokiej
zawartosci soli umozliwia selektywne i wydajne wigzanie genomowego DNA.
Ten etap pozwolil na oddzielenie DNA (zwiazane do membrany krzemionko-
wej) 1 RNA (zawarte w przesaczu). Rozdzielono kolumne i cze$¢ z membrana
ze zwiazanym DNA poddawano krokom wyplukiwania i elucji. Z kolei do
przesaczu z kolumny wirowej AllPrep DNA MinElute dodawano etanol, aby
stworzy¢ odpowiednie warunki wigzania RNA. Probka byla nastepnie prze-
noszona do RNeasy Mini Spin Column, gdzie catkowity RNA wiaze si¢ do
membrany. RNA jest przemywane i eluowane w wodzie wolnej od RNaz. W
ten sposob wyizolowano kwasy nukleinowe: genomowy DNA unieruchomiono
na membranie krzemionkowej, podczas gdy czasteczki RNA przechodzity do
eluatu. Przesacz przenoszono na inne kolumny w celu zwiazania RNA. Za-
rowno DNA| jak i RNA przemyto i eluowano oddzielnie uzyskujac DNA i
RNA do dalszych analiz. Schematyczne podsumowanie metody znajduje sie

na rysunku |3.2}
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Rysunek 3.1: Schemat procedury ekstrakeji DNA przy uzyciu zestwu do izo-
lacji QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit. Rycina zaczerpnieta z QIAamp®
PowerFecal® Pro DNA Kit Handbook, Luty 2020, zmodyfikowano.
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Rysunek 3.2: Schemat procedury ekstrakcji DNA i RNA przy uzyciu zestwu
do izolacji AllPrep PowerFecal DNA/RNA. Rycina zaczerpnieta z AllPrep®

PowerFecal® DNA/RNA Kit Handbook, Styczeri 2018, zmodyfikowano.
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3.2.2 Sekwencjonowanie DN A

Wstep teoretyczny do sekwencjonowania genu 16S rRNA

W celu scharakteryzowania sktadu mikrobioty fekalnej wykonano sekwen-
cjonowanie nastepnej generacji (NGS, ang. next-generation sequencing) am-

plikonéw zmiennych regionéw genu markerowego 16S rRNA, V3-V4 oraz
V7-V9.

Sekwencjonowanie to odnosi sie do sekwencjonowania zmiennych regio-
néw genu 165 rRNA, ktory koduje czes¢ matej podjednostki rybosomu wy-
stepujaca u prokariotow [167]. Rybosomy sa kompleksami ztozonymi z wielu
biatek i podjednostek RNA. Obecne sa we wszystkich komoérkach zywych i
odgrywaja kluczows role w syntezie bialek, w procesie translacji. Sktadaja
sie z dwoch gtownych komponentéow: matej podjednostki rybosomalnej (pod-
jednostka 30S w komorkach prokariotycznych) oraz duzej podjednostki (pod-
jednostka 50S w komorkach prokariotycznych). Kazda podjednostka zawiera
jedna lub wiecej czasteczek RNA rybosomalnego (rRNA) oraz bialka ry-
bosomalne. Aktywnosé katalityczna rybosomu, czyli przeprowadzanie reakcji
polimeryzacji aminokwaséw i tworzenie tanicucha polipeptydowego, zwiazana
jest z zawartym w nim rRNA [168]. Biatka bedace czescia kompleksu buduja
strukture rybosomu i dziataja jako kofaktory zwiekszajace wydajnosé transla-
cji [168]. Gen 16S rRNA koduje czasteczke rybosomalnego RNA podjednostki
308, obecna we wszystkich komoérkach prokariotycznych, w tym bakteriach
i archeonach. Istnieje kilka czynnikow, ktore sprawiaja, ze ten gen jest do-
brym celem umozliwiajacym badania taksonomiczne. Gen 16S rRNA zawiera
zaréwno regiony wysoce konserwatywne, jak i dziewieé¢ regionéow o wysokiej
zmiennosci (V1-V9) [169]. Obecnosé wysoce konserwatywnych regionéw po-
zwala uzywaé starterow, ktore w reakcji PCR (ang. polymerase chain reac-
tion, reakcja tancuchowa polimerazy) beda amplifikowa¢ region zmienny 163
(lub kilka region6w). Schematyczne przedstawienie kompleksu rybosomu i
budowy genu 16S rRNA zaprezentowano na rysunku [3.3] Obecnosé regionow
zmiennych pozwala na réznicowanie bakterii do poziomu rodzaju, z rézna

wydajnoscia klasyfikacji taksonomicznej na podstawie poszczegdlnych regio-
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néw, poniewaz stopien réznorodnosci sekwencji jest rézny wsrod dziewieciu

regionéw zmiennych w genie 165 rRNA [169].

Sekwencjonowanie 16S rDNA (ang. 16S ribosomal DNA, sekwencja DNA|
ktora koduje gen 165 TRNA) to jedna z wiodacych metod badan filogene-
tycznych, zapoczatkowana przez Carla Woese, amerykanskiego mikrobiologa,
ktory zapoczatkowal rewolucje w dziedzinie taksonomii mikroorganizmow.
Zaproponowal bowiem, aby zamiast wywodzi¢ powigzania na podstawie cech
fizycznych mikroorganizméw, zastosowaé poréwnanie uniwersalnej jednostki
porownawczej, wystepujacej u wszystkich zywych organizmoéw. Twierdzil, ze
struktury molekularne i sekwencje, takie jak biatka, DNA oraz RNA, maja
wiekszy potencjal na uwidocznienie zwiazkow ewolucyjnych, niz klasyczne
podejscie poréwnywania fenotypu [I70], podobnie jak Francis Crick [171]
oraz Linus Pauling i Emil Zuckerkandl (zegar molekularny) [172]. Woese
zauwazyl, ze czasteczka TRNA, wystepuje we wszystkich trzech domenach
zycia: Eukarya, Bacteria i Archaea. Podejscie opierato sie na twierdzeniu,
ze wraz z ewolucja, czasteczki DNA, RNA i bialek gromadza zmiany, wiec
u gatunkéw bedacych blisko spokrewnionymi zmian bedzie mniej, niz u ga-
tunkow dalej spokrewnionych. To pozwolito na odkrycie archeonéw, nowych
grup mikroorganizmoéow, ktoére roznily sie znacznie od bakterii i eukariontow
[173]. Klasyfikacja trzech domen (Eukarya, Bacteria i Archaea) zostala za-
proponowana zgodnie z drzewem filogenetycznym opartym na sekwencjach
genéw rRNA [I70]. Obecnie do badania spolecznosci drobnoustrojow do-
stepne sa technologie sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS), pozwa-
lajace na wysokoprzepustowe badania ztozonych mikrobioméw. Umozliwia to
wolng od hodowli metode analizy. Profilowanie wickszo$ci taksonéw bakterii
(i archeonéw) znajdujacych sie w probce podczas jednej analizy, scharaktery-
zowanie bakterii, ktorych nie mozna hodowaé, szybka i doktadna klasyfikacje
drobnoustrojow, w poréwnaniu do tradycyjnych metod, a probki moga by¢
multipleksowane w tym samym przebiegu sekwencjonowania, co zapewnia

oplacalne rozwiazanie.
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Rysunek 3.3: Schemat kompleksu rybosomu ze szczegblnym uwzglednieniem
16S rRNA. Rysunek zaczerpnieto z [167], zmodyfikowano i wykonano z uzy-

ciem narzedzia graficznego online BioRender.

Preparatyka bibliotek DNA

Przed sekwencjonowaniem 16S rRNA stoja jednak pewne wyzwania. Sa
to, m.in. (a) obnizona jako$¢ odczytu i base calling (proces przypisywania
konkretnych nukleotydéow do odczytéw sekwencji DNA uzyskanych podczas
sekwencjonowania) bedaca wynikiem niskiej ztozonosci biblioteki DNA, po-
niewaz biblioteki zlozone z amplikonéw tego samego genu; (b) zmniejszona
specyficznosé klasyfikacji dla wielu taksonoéw bakteryjnych spowodowana nie-
pelnym pokryciem wszystkich regionéw zmiennych 165 rRNA. Istnieja jed-
nak metody, ktore stanowia przynajmniej czesciowe rozwiazanie tych proble-
mow.

Do przygotowania bibliotek DNA do sekwencjonowania NGS wykorzy-
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stano zestaw do preparatyki QIAseq® 16S/ITS Panel, dla regionéw zmien-
nych V3-V4 oraz V7-V9. Zestaw ten stosuje 2-etapowy proces z wykorzy-
staniem reakcji PCR. Regiony zmienne amplifikowane sa w pierwszej reakcji
PCR, gdzie stosowane sa startery fazowane (ang. phased primers), aby roz-
wiazaé problem niskiej roznorodnosci bibliotek. W tym celu, przed sekwencja
startera specyficznego do amplifikowanego fragmentu, dodawanych jest od 0
do 11 dodatkowych nukleotydéw. To podejscie zwicksza réznorodnosé zasad,
co jest szczegblnie wazne w czasie pierwszych 11 cykli sekwencjonowania i
ostatecznie prowadzi do wyzszych wynikéw jakosci, mierzonej wspotczynni-
kiem Q30 (ang. Quality score, wyniki jakosci; prawdopodobienstwo blednego
odczytu w danej pozycji wynoszace 0,001, czyli 1 btad na 1000 nukleoty-
dow) i zwieksza liczbe uzytecznych odezytow. Jednoczesnie eliminuje koniecz-
no$¢ dodawania PhiX (kontrola jakosci sekwencjonowania, zawiera sekwencje
DNA, ktore sa dobrze znane i dobrze scharakteryzowane, pochodza z iko-
saedralnego, bezogonkowego bakteriofaga PhiX o jednoniciowym DNA), co
rowniez przektada sie na wieksza liczbe odczytow do poZniejszej analizy (po-
niewaz sekwencje kontrolne nie sa sekwencjonowane). Kolejnym krokiem jest
oczyszczanie uzyskanych produktéow amplifikacji na kulkach magnetycznych,
ktore pozwalaja na oddzielenie produktow PCR od pozostatych sktadnikow
mieszaniny reakcyjnej. Nastepnie w drugiej reakcji PCR, do amplikonéw do-
dawane sa adaptery, ktore za pomoca 2 x 8-nukleotydowej sekwencji (indeksy
na koncu 3’ oraz 5’) pozwalaja (a) na zidentyfikowanie, do jakiej probki na-
lezy dany odczyt i (b) zwiazanie si¢ do komorki przeptywowej (ang. flow
cell), na ktorej odbywa sie reakcja amplifikacji podczas sekwencjonowania.
Tak uzyskany produkt ponownie poddawany jest oczyszczaniu z wykorzysta-
niem kulek magnetycznych, wynikiem czego jest uzyskanie bibliotek DNA,
ktore w nastepnym kroku poddawane sg analizie jako$ciowej i ilosciowej.

Analiza ilosciowa przeprowadzana jest przez pomiar stezenia uzyskanych
bibliotek. Biblioteki mierzone byly z wykorzystaniem zestawu QuantiFluor®
dsDNA System (Promega) na aparacie Quantus™ Fluorometer. Sposob dzia-
tania opiera sie na technologii fluorymetrycznej, ktéra wykorzystuje barwniki
fluorescencyjne, zdolne do specyficznego wigzania sie z dwuniciowymi cza-
steczkami DNA (dsDNA, ang. double-stranded DNA).
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Analize jakosciowa, czyli elektroforeze, w celu sprawdzenia, czy obecne sg
fragmenty pozadanej wielkosci, przeprowadzono na aparacie TapeStation, z
wykorzystaniem tasm High Sensitivity D1000 ScreenTape, automatycznym
systemie przeznaczonym jest do analizy czasteczek DNA o wielkosci od 35 do
1000 pz. System TapeStation firmy Agilent Technologies opiera sie na techno-
logii elektroforezy w zelu. Na tasmach znajduja sie kanaty wypelione zelem,
w ktorych probki kwasow nukleinowych sa rozdzielane w procesie elektrofo-
rezy i mierzone sa sygnaly fluorescencyjne emitowane przez barwniki, ktore
sa zwiazane z DNA w probce. Sygnaly te sa rejestrowane i przetwarzane, co
umozliwia generowanie precyzyjnych wykresow elektroforetycznych.

Progiem wej$ciowym do sekwencjonowania jest stezenie biblioteki wyno-
szace 2nM. Aby przeliczy¢ zmierzone stezenie, wyrazone w ng/ul, z wyko-
rzystaniem informacji o wielkosci biblioteki, wyrazonej w parach zasad (pz),
przeliczano stezenia z uzyciem wzoru , gdzie 660 g/mol to $rednia masa
molowa DNA [I74]:

stezenie [ng/pl)

10° = stezenie [nM] (3.1
660 [g/mol] x srednia wielkosé¢ biblioteki [pz| X 107 = stezenie [nM] (3.1)

Gdy znano stezenia oraz wielkosci bibliotek DNA | nastepnie wykonywano
rozcienczenia, przy uzyciu wody wolnej od nukleaz, do stezenia 2 nM. Kolejno
pobierano jednakowe objetosci bibliotek (np. po 5pul) i taczono w jednej,
nisko-adherentnej probéwce eppendorf 1,5 mL (taczenie probek, ang. sample
pooling). Celem laczenia probek w rownych stezeniach molowych jest ich
pozZniejsza rownomierna reprezentacja w procesie sekwencjonowania tak, aby
kazda probka byta sekwencjonowana z podobnym pokryciem.

Tak przygotowane probki poddawano kolejnemu koniecznemu etapowi,
jakim jest denaturacja 5 ul. potaczonych bibliotek przy pomocy 5uli 0.2N
NaOH, czego wynikiem jest otrzymanie jednoniciowego DNA, ktére podlega
sekwencjonowaniu przez synteze. 10 uL rozcienczano w 990 uLb schtodzonego
do okoto 4°C buforu do hybrydyzacji (bufor HT1, z zestawu do sekwencjono-
wania), uzyskujac biblioteke w stezeniu 10 pM. Takie rozciericzenie pozwala

na zwigzaniu sie pojedynczych nici DNA do komérki, na ktérej odbywa sie
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sekwencjonowanie (ang. flow cell) i generowanie klastrow danego amplikonu
w procesie amplifikacji mostkowej (ang. bridge amplification).

W celu wykonania sekwencjonowania na aparacie MiSeq, stosowano ze-
staw v3 MiSeq Reagent Kit (600 cykli), generujac surowe dane w formacie
FASTQ (tekstowym format pliku uzywanym do przechowywania zaréwno
sekwencji nukleotydowych, jak i odpowiadajacych im wartosci jakosci odczy-
tow w sekwencjonowaniu DNA). Sekwencjonowanie odbywalo sie w trybie
paired-end, 2 x 276 (nt) co oznacza, ze fragment jest sekwencjonowany z obu
koncow, generujac dwa odczyty jednej sekwencji dla kazdego fragmentu. Wy-
nikiem sa dwie sekwencje, tzw. odczyty forward (od korica 5°) i reverse (od
konca 3’), ktore w sumie pokrywaja z dobra jakoscia caly amplikon i w ana-
lizie bioinformatycznej zostang potaczone w jedng sekwencje i wykorzystane
do identyfikacji taksonéw. W przypadku paneli do preparatyki bibliotek DNA
QIAseq 16S/ITS wymagane jest takze zastosowanie niestandardowych star-
terow do sekwencjonowania zar6wno dla odczytu od konca 5’ (odczyt R1),
jak i odezytu od korica 3’ (odczyt R2). Dodanie tych dedykowanych starterow
umozliwia rozpoczecie sekwencjonowania i generowania odczytéw na starte-
rach fazowanych, ktore zastosowane zostaty w celu zwickszenia réznorodnosci
nukleotydéw na poszczegdlnych pozycjach, co przeklada sie na polepszenie

doktadnosci odezytow.

3.2.3 Analiza bioinformatyczna

W celu przetworzenia i analizy tych danych zastosowano srodowisko Qiime2
(wersja 2021.8) [175], uzupemhione o dodatkowe wtyczki (ang. plugins), co
pozwolito na efektywne i doktadne badanie skomplikowanych wzorcoéw mi-
krobiomu jelitowego.

Aby przeprowadzi¢ jednoczesna analize na podstawie dwoch sekwencjo-
nowanych amplikonéw genu 16S rRNA (V3-V4 oraz V7-V9), zastosowano Si-
dle [176], czyli wersje algorytmu Short MUItiple Reads Framework (SMURF)
[T77] w jezyku Python. To narzedzie umozliwia rekonstrukcje z wielu krot-
kich, fragmentarycznych amplikonéw. Dzieki poréwnaniu z baza danych,

mozna uzyska¢ wieksza precyzje w odtworzeniu sktadu mikrobiomu, niz przy
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analizie pojedynczych amplikonéow (sam amplikon V3-V4, czy sam V7-V9).
Do analizy roznic w obfitosciach poszczegdlnych taksonow (ang. diffe-
rential abundance) wykorzystano najnowsze narzedzie ANCOM-BC2 [I7§].
Z uwagi na brak implementacji tego narzedzia w Pythonie, konieczne byto
przeprowadzenie tej czesci analizy w jezyku programowania R.
Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono w Pythonie z wykorzysta-
niem biblioteki SciPy [179]. Wykresy prezentowane w pracy zostaly stworzone

przy uzyciu biblioteki matplotlib [I80], réwniez w Pythonie.

3.2.3.1 Analiza danych z sekwencjonowania DNA

Przygotowanie danych

W pierwszym kroku nalezy przygotowaé¢ dane do dalszej analizy. Obej-
muje to demultipleksing, czyli przyciecie adapteréw i indekséw oraz rozdziat
odczytow forward i reverse do folderow odpowiadajacym probkom. Ten krok
jest wykonywany automatycznie na sekwenatorze. Nastepnie, wykonywany
jest rozdzial sekwencji ze wzgledu na region, z ktérego pochodza (V3-V4 lub
V7-V9) do uporzadkowanych katalogow.

Sekwencje indeksowe sa dodawane do kazdej probki przed procesem se-
kwencjonowania (tu, w drugiej reakcji PCR). Dzieki temu, po zakornczeniu
sekwencjonowania, odczyty mozna demultipleksowad, czyli przypisa¢ do od-
powiednich probek na podstawie tych indekséw. Proces ten wykonywany jest
automatycznie na sekwenatorze i obejmuje takze usuwanie sekwencji indek-
sow 1 adapterow z odczytow forward i reverse dla kazdej probki. Produktem
sa pliki FASTQ dla wszystkich odczytow forward i reverse dla kazdej probki,
zebrane w jednym folderze. Na tym etapie sekwencje dla obu amplikonéw
(V3-V4 1 V7-V9) zebrane sa razem.

Odczyty te nie zawieraja juz sekwencji indeksowych, ale zawieraja se-
kwencje starteréw oraz poprzedzajace je nukleotydy dodane w celu zwicksze-
nia r6znorodnosci (od 0 do 11 dodatkowych nukleotydow, ang. phased pri-
mers). Startery sa nastepnie wykorzystywane do rozdzielenia wlasciwych se-
kwencji do folderow odpowiadajacych poszczegbélnym regionom. W tym celu

zastosowano skrypt, ktory uzywa metody cutadapt [I81]. Ponizej wymie-
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niono sekwencje starterow, ktore zastosowano w celu rozdzielania wynikow

sekwencjonowania.
e Startery forward

— V3-V4: CCTACGGGNGGCWGCAG
— V7-V9: YAACGAGCGMRACCC

e Startery reverse

— V3-V4: GACTACHVGGGTATCTAATCC
— V7-V9: TACGGYTACCTTGTTAYGACTT

Wynikiem tego wstepnego przygotowania danych jest otrzymanie sekwen-
¢ji w formacie FASTQ, uporzadkowanych do katalogéw odpowiadajacym da-
nemu regionowi (V3-V4 i V7-V9), forward i reverse dla kazdej sekwencjo-
nowanej probki.

Odszumianie i laczenie

Nastepnym krokiem jest tgczenie odczytoéw forward i reverse w celu otrzy-
mania jednej, pelnej sekwencji dla danego wariantu, ASV (ang. Amplicon Se-
quence Variant), unikalnej sekwencji DNA identyfikowanej podczas sekwen-
cjonowania, ktora reprezentuje jednoznacznie zdefiniowany cigg nukleotyddw
w badanej probce.

Jakos¢ odezytu spada wraz z kolejnym cyklem sekwencjonowania, dlatego
pierwszym krokiem w tej czesci byto sprawdzenie jakosci odczytow forward i
reverse i przyciecie sekwencji do dtugosci, gdzie ostatni nukleotyd odczytany
byl srednio z jakoscia nie mniejsza niz Q20 (prawdopodobienstwo bledu 1
na 100 nukleotydow, tzn. z 99% doktadnoscia). Jakosé odezytow sprawdzono
wykorzystujac metode summarize_demux z wtyczki dada?2.

Do taczenia wykorzystano algorytm DADA2. Umozliwia on modelowanie
i korekcje bledow amplifikacji PCR oraz btedow sekwencjonowania, co po-
zwala na precyzyjne odszumianie danych [I82]. Wykorzystano implementacje
denoise_paired z wtyczki dada2 w Qiime2. Decyzje o doktadnym miejscu
przyciecia kontroluje si¢ sprawdzajac procent sekwencji, ktore skutecznie zo-

staty potaczone, pamietajac, ze aby odczyty forward i reverse byty skutecznie
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potaczone, musza naktadac¢ sie w centralnej czesci na dlugosci przynajmniej
12 nukleotyd6éw. Wynikiem dziatania DADA2 jest tablica zliczen danych ASV
oraz zbior zrekonstruowanych (potaczonych) sekwencji osobno dla V3-V4 i
dla V7-V9.

Laczenie wynikéw z regionéw V3-V4 i V7-V9

Probki z tego badania sekwencjonowane byty podczas réznych przebie-
gow sekwencjonowania, dlatego w analizie nalezalo potaczy¢ wstepnie prze-
tworzone dane w zbiorcze tablice zliczen (feature table) oraz list¢ wszystkich
ASV (representative sequences). W calym zbiorze danych najmniejsza gle-
bokosé sekwencjonowania wyniosta 10313 odczytow.

Aby w pelni wykorzysta¢ wyniki dostepne dla obu sekwencjonowanych
amplikonoéw, zdecydowano sie wykorzysta¢ algorytm identyfikacji pelnego
genu 16S rRNA na podstawie krotszych fragmentow, SMURF [177] w jego
wersji zaimplementowanej jako wtyczka srodowiska Qiime2, Sidle [176].

Uzycie metod sekwencjonowania nastepnej generacji zwiekszyto liczbe
probek i glebokosé sekwencjonowania, ale dtugosé¢ odczytu najczesciej uzy-
wanych platform sekwencyjnych jest krotka, co wymaga wyboru regionu do
sekwencjonowania (zwykle 16-33% calkowitej dtugosci genu). W zwiazku z
tym wiele bakterii moze nie r6zni¢ si¢ obrebie amplifikowanego regionu, wiec
rozdzielczo$é profilowania jest z zalozenia ograniczona [177].

Podejscia oferujace dtugie odczyty, ktore pozwalajg na otrzymanie du-
zej rozdzielczosci, réwniez maja swoje ograniczenia. Pierwszym z nich moze
by¢ koniecznosé niestandardowej preparatyki bibliotek 16S rRNA, z koniecz-
noécia uzycia np. sonikacji do ciecia DNA i krokow ligacji, ktére wplywaja
na znaczng strate materiatu. Kolejno, startery amplifikujace caly gen 165
rRNA sa wydajne, ale nie do$¢ uniwersalne i nalezatoby uzywaé¢ mieszaniny
roznych starteréow. Ostatnim ograniczeniem metodologii dtugich odczytow
moze by¢ pofragmentowane DNA wyjsciowe, pochodzace z bloczkéw parafi-
nowych, czy z materiatu kopalnego lub poddane dziataniu niszczacych czyn-
nikow zewnetrznych, takich jak np. promieniowanie [177].

Alternatywnym podejsciem jest wykorzystanie wielu krotkich regionow,
ktore w sposob bardziej jednoznaczny, niz pojedynczy region, okreslaja tak-

sonomiczne pochodzenie danego zbioru sekwencji. Mozliwa jest rekonstrukcja
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takiej tablicy zliczen (feature table), ktora jest najbardziej prawdopodobna w
kontekscie obserwowanych amplikonéw, jak w podejéciu zastosowanym w al-
gorytmie SMURF [I77]. Statystycznie zrekonstruowana tablica zliczen mak-
symalizuje funkcje wiarygodnosci obserwowanych danych (ang. mazimum li-
kelihood). Na rysunku zobrazowano idee, w jaki sposob sekwencjonowa-
nie dwoch regionéw moze w jednoznaczny sposob okresli¢ tablice zliczen,
czyli zmniejszy¢ niejednoznaczno$é wzgledem sekwencjonowania tylko jed-
nego regionu. Zalety sekwencjonowania wielu krotkich regionéw to m.in.: (1)
dostepnosé dostosowanych starterow (ang. custom primers) i standardowe
przygotowanie bibliotek DNA; (2) mozliwos¢ doboru starterow tacznie za-
pewniajacych duza uniwersalnosé, niedostepna dla zadnej pary z osobna; (3)
skutecznosé takze dla silnie pofragmentowanego DNA; (4) usrednianie syste-
matycznego btedu charakterystycznego dla danej pary starteréw (ang. PCR
bias) [177].

W tym badaniu wykorzystano Sidle (ang. SMURF Implementation Done
to acceLerate Efficiency) [176], wtyczka Qiime2, implementujacy wydajna
wersje algorytmu SMURF, w ktérym szybkosé zostata uzyskana m. in. dzieki
zastosowaniu innej metody do budowania drzew filogenetycznych w celu re-
konstrukcji genéw rRNA z indywidualnie amplifikowanych regionéw. Jako
baze sekwencji rybosomalnego rRNA wykorzystano kompatybilng z Sidle
baze SILVA 128 [183], [184].

3.2.3.2 Ro6znorodnosé alfa

Roéznorodnosé alfa to termin uzywany w ekologii do opisu réznorodno-
Sci gatunkowej w konkretnym ekosystemie lub probce. W kontekscie mikro-
bioméw, réznorodnoséé alfa odnosi sie do réznorodnosci mikroorganizmoéow w
danym mikrobiomie, co obejmuje liczbe réznych gatunkoéow, czy tez, bardziej
ogblnie — cech, ktére moga obejmowaé rozne taksony, a takze jak rownomier-
nie sa one roztozone.

Obecnosé cech jest najprostszym parametrem réznorodnosci alfa, mie-
rzona parametrem observed features — obserwowane cechy, ktory zlicza

liczbe roznych ASV, jako indywidualnych cech obecnych w probee (warian-
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Rysunek 3.4: Schematyczna ilustracja zasady dziatania algorytmu SMURF.
Sekwencjonowanie 2 regionéw, zilustrowane w ostatnim rzedzie jednoznacznie
okresla zliczenia taksonow w tablicy obfitosci. Rysunek na podstawie [177],
zmodyfikowano i rozbudowano, wykonano wykorzystujac narzedzie graficzne

online BioRender.

tow sekwencji, pochodzacych z amplikonéw, bedacych wypadkowa potaczenia
amplikonow regionow V3-V4 i V7-V9, branych pod uwage w analizie takso-
nomicznej).

Entropia Shannona (H) jest bardziej zaawansowanym wzskaznikiem,
ktory uwzglednia zaréwno liczbe réznych taksonéw, jak i ich réwnomier-
nos¢ (czyli to, jak rownomiernie sa one roztozone w mikrobiomie) [185, [186].

Wskaznik ten oblicza sie wg wzoru:

sz Inp; = —(p1Inp; + ...+ pslnps),
gdzie:
e H jest entropia Shannona,
e S to liczba gatunkow (roznorodnosé gatunkowa),
e p; to proporcja gatunku ¢ w mikrobiomie,
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e In to logarytm naturalny.

Liczba roznych taksonéw odnosi sie do liczby réznych typoéw organizmow
(na przyktad gatunkéw, rodzin itd.), ktére mozna znalezé¢ w danym mikro-
biomie. Ta liczba sama w sobie moze da¢ nam pewna miare réznorodnosci
biologicznej, ale nie uwzglednia ona tego, jak te taksony sa roztozone. Na
przyktad, dwa mikrobiomy moga mie¢ te sama liczbe réznych taksonow, ale
jeden z nich moze by¢ zdominowany przez jeden takson, podczas gdy drugi
moze mie¢ rownomierny rozktad taksonow.

Roéwnomiernosé odnosi sie do tego, jak réwnomiernie rézne taksony sa
roztozone w mikrobiomie. Jedli jeden takson dominuje nad innymi, méwimy,
ze mamy niska rownomiernosé. 7 drugiej strony, jesli wszystkie taksony sa
rowno reprezentowane, mowimy, ze mamy wysoka réwnomiernosé. Wysoka
wartos¢ wskaznika entropii Shannona oznacza, ze mamy wiele réznych tak-
sonow, ktore sg réwnomiernie roztozone. Niska warto$¢ wskaznika entropii
Shannona oznacza, ze jest mato réznych taksonéow, lub ze taksony nie sg row-
nomiernie roztozone (czyli jeden lub kilka taksonéw dominuja nad innymi).
Wieksza réznorodnosé gatunkéw i wieksza rownomierno$é obu prowadza do
wyzszej warto$ci entropii Shannona.

Wartosé 0 entropii Shannona oznacza, ze w danym srodowisku wystepuje
tylko jeden gatunek (lub cecha) —nie ma réznorodnosci. Wartosé maksymalna
entropii Shannona zalezy od liczby gatunkoéw i jest osiggana, gdy wszystkie
gatunki sa rownomiernie roztozone.

Roéwnocennosé Pielou (J) jest miara, ktora koncentruje sie wylacznie
na rownomiernosci [I87]. Wysoka réwnomierno$é¢ oznacza, ze wszystkie ga-
tunki sg rownie liczne; niska rownomiernosé oznacza, ze niektoére gatunki sa
duzo liczniejsze niz inne. Ré6wnocennosé Pielou jest zdefiniowana jako stosu-
nek entropii Shannona (H) do logarytmu liczby gatunkow (.S). Matematycz-

nie, rownomiernos¢ Pielou (J) jest wyrazana wzorem:

H
! s
gdzie:

e J jest rownomiernoscig Pielou,
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e H jest entropia Shannona,
e S to liczba gatunkéw w danym ekosystemie,
e In to logarytm naturalny.

Rownocennosé Pielou przyjmuje warto$ci od 0 do 1, gdzie 0 oznacza,
ze jeden gatunek dominuje catkowicie, podczas gdy pozostate sa niewielkie
lub nieobecne, a 1 oznacza idealna rownomierno$é, tzn. ze kazdy gatunek
jest reprezentowany przez te sama liczbe osobnikéw. Wysoki indeks réwno-
miernodci Pielou sugeruje, ze wszystkie gatunki mikroorganizméw sa réwnie
liczne, podczas gdy niski indeks wskazuje, ze niektore gatunki sa znacznie
bardziej liczne niz inne.

Wskaznik réznorodnosci filogenetycznej Faitha jest miara rézno-
rodnosci, ktora uwzglednia pokrewienstwo filogenetyczne miedzy gatunkami
[188]. To oznacza, ze dwa rozne taksony, ktore sg blisko spokrewnione, przy-
czyniaja sie mniej do réznorodnosci niz dwa gatunki, ktore sa daleko spo-
krewnione. Roéznorodnosé filogenetyczna wedtug Faitha jest obliczana jako
suma dtugosci krawedzi drzewa filogenetycznego prowadzacych do gatunkow
obecnych w danym ekosystemie. W praktyce, wartosé tego wskaznika moze
przyjmowaé dowolna dodatnia warto$é¢, i jej maksymalny limit zalezy od
drzewa filogenetycznego uzywanego do analizy.

Analize réznorodnodci alfa przeprowadzono za pomoca pakietu narzedzi
QIIME2 (wersja 2021.8). Wykorzystano funkcje q2-diversity do obliczenia
czterech wskaznikoéw roznorodnosci alfa: Shannona, Pielou, Faitha i obserwo-
wane cechy (ang. observed features) dla kazdej z badanych probek.

W celu identyfikacji statystycznie istotnych réznic w wartosciach tych
wskaznikéw miedzy grupami, przeprowadzono analize statystyczna w jezyku
Python. Najpierw zastosowano test Kruskala-Wallisa. Nastepnie, aby precy-
zyjnie okresli¢, ktore pary grup réznia si¢ miedzy soba, przeprowadzono test
post hoc Dunna. Takze w tym przypadku zastosowano korekte wartosci p na
podstawie metody Benjamini-Hochberga, pozwalajaca na kontrole fatszywie

dodatnich wynikéw, ktére moga wynika¢ z poréwnania wielu grup.
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3.2.3.3 Ro6znorodnosé beta

Analiza roznorodnosci beta przeprowadzona zostata przy wykorzystaniu
srodowiska QIIME2 (wersja 2021.8), z wykorzystaniem funkcji q2-diversity.
Uzyto wskaznikow Jaccarda, Bray-Curtisa, Unweighted UniFrac oraz Weigh-
ted UniFrac, aby otrzymac¢ macierze wskaznikow réznorodnosci miedzy pa-
rami probek, ktore nastepnie analizowano przy pomocy PCoA (ang. Principal
Coordinates Analysis, analiza gtownych wspotrzednych), aby ocenié¢ roznice w
roznorodnosci pomiedzy grupami w kontekscie roznorodnosci mikrobiomow.

W celu identyfikacji statystycznie istotnych réznic miedzy grupami, prze-
prowadzono test PERMANOVA zrealizowany z 9999 powtorzeniami (ang.
Permutational Multivariate Analysis of Variance, permutacyjna wielowymia-
rowa analiza wariancji). Jest to statystyczna metoda uzywana do poréwny-
wania réznic miedzy grupami w kontekscie wielowymiarowych danych, ktora
pozwala na poréwnanie grup na podstawie wielu zmiennych jednoczesnie.
Analize statystyczng przeprowadzono w jezyku programowania Python.

Indeks Jaccarda to jakosciowa miara réznorodnodci taksonoéw, jest zde-
finiowany jako liczba gatunkow wspolnych dla dwu probek podzielona przez

0gb6lng liczbe gatunkéw w obu probkach, wg nastepujacego wzoru:

_|An B
- |AuB|

gdzie:
e J to indeks Jaccarda,
e |AN B to liczba gatunkéw wystepujacych w dwu probkach,
e |AU B| to taczna liczba gatunkéw w dwu probkach.

Indeks Bray-Curtisa to wskaznik ilosciowy, ktéry mierzy roéznice mie-
dzy dwoma probkami poprzez uwzglednienie zaréwno obecnosci/braku obec-
noéci poszczegélnych taksonow, jak i ich obfitosci. Wartosé indeksu Bray-
Curtisa wynosi od 0 do 1, gdzie 0 oznacza, ze dwie probki sa identyczne

(wszystkie gatunki i ich obfitoci sg takie same), a 1 oznacza, ze dwie probki
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sa catkowicie rozne (nie ma wspolnych gatunkéw lub ich obfitosci sg zupelnie

inne). Obliczany jest wg wzoru:

2 Zf:l min(xia 3/@)

BC=1-
Zf:l T; + Zf:1 Yi

gdzie:

e BC(C to indeks Bray-Curtisa,

x; 1 y; to obfitosci gatunku ¢ w probkach x i y odpowiednio,

s to liczba gatunkow,

e min(z;,y;) to mniejsza z obfitosci gatunku ¢ w probkach x iy,

¢ ,min(z;,y;) to suma najmniejszych obfitosci kazdego gatunku w

obu probkach,

o > ,x;+ > 7 ,y; to suma obfitosci wszystkich gatunkéw w obu proéb-
kach.

Unweighted UniFrac to miara, ktéra poréwnuje mikrobiomy na pod-
stawie struktury filogenetycznej i ocenia jedynie obecnosé/brak taksonu, nie
uwzgledniajac ich obfitosci. Oznacza to, ze dwie probki, ktére maja te same
gatunki, ale w réznych obfitosciach, beda uwazane za identyczne [189]. W
Weighted UniFrac dodatkowo do pokrewieristwa na drzewie filogenetycz-
nym, uwzgledniana jest obfitos¢ taksonow [190]. To znaczy, ze jesli dwa mi-
krobiomy maja te same gatunki, ale w réznych obfitosciach, to beda miaty

rozne wartosci tego indeksu.

3.2.3.4 Analiza r6znic w obfitosci

Analiza réznic w obfito$ci odnosi sie do oceny roznic w liczbie réznych
mikroorganizméw w mikrobiomie. Jest to kontrowersyjne, poniewaz idealnie,
do oceny roznic w obfitodciach, bytoby mierzyé¢ absolutng liczbe mikroor-

ganizmoéw, ale to jest trudne do wykonania, poniewaz dane pochodzace z
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sekwencjonowania sg z natury kompozycyjne, to znaczy mierza wzgledne ob-
fitosci, czyli pozwalaja wnioskowaé o proporcjach pomiedzy réznymi typami
mikroorganizméw, ale nie o ich absolutnej zawartosci [191].

Ro6zne metody na kazdym etapie przetwarzania probek zostalty zapropo-
nowane do ilogciowego okreslenia catkowitego tadunku mikrobiologicznego z
probek [I91]. Dodanie znanej ilosci DNA referencyjnego jako standardu we-
wnetrznego wykorzystywano do ekstrapolacji ilo$ci materiatu wyjsciowego
[192, 193]. Jednak normalizacja za pomoca tej metody jest skomplikowana
ze wzgledu na wyzwania kalibracyjne zwigzane z wyborem odpowiedniej ilo-
$ci standardu wewnetrznego [193]. Na poziomie poekstrakcyjnym, ilosciowy
PCR (qPCR) DNA genomowego z uniwersalnymi starterami dla genu 165
rRNA zostal zastosowany do oszacowania calkowitego tadunku mikrobiolo-
gicznego [194]. Jednakze niemozliwe jest zapobiegniecie btedom starterow
(primer bias), co skutkuje nier6wnomierna amplifikacja miedzy gatunkami,
a zastosowana metoda ekstrakcji DNA moze wplywaé na sktad mikrobioty
[195, 196, 197]. Ponadto, kwantyfikacja zaréwno przez dodawanie sztucz-
nego DNA jak i qPCR jest przeprowadzana na wielu podzbiorach oryginalnej
probki [191]. Kwantyfikacja tadunku mikrobiologicznego za pomoca cytome-
trii przeptywowej jest przeprowadzana na oryginalnej probce i jest niezalezna
od sekwencji nukleotydowych [191]. W jednym z badan wykazano, ze dodanie
informacji ilo$ciowej uzyskanej za pomoca cytometrii przeptywowej znacz-
nie poprawito interpretacje danych sekwencjonowania amplikonéw genu 165
rRNA [198]. Jednak cytometria przeptywowa wymaga drogiego, stosunkowo
mato wydajnego sprzetu, i czesto moze tylko szacowaé koncentracje komorek,
a nie calkowity tadunek mikrobiologiczny [191].

Jezeli znana jest bezwzgledna obfito$¢ jednego taksonu i wzgledna obfitos¢
wszystkich taksonéw, jest mozliwe obliczenie absolutnej obfitosci wszystkich
taksonow. Znaczna ilos$é informacji zawarta jest w wzglednych obfitosciach,
a wazne wnioski mozna wyciaggnaé bez kosztownych metod kwantyfikacji mi-
krobiologicznej [191].

Sekwencjonowanie o wysokiej przepustowosci NGS dostarcza oszacowania
obfitosci kazdego, albo (1) OTU (ang. Operational Taxonomic Unit, jednostki

taksonomicznej, zbioru mikroorganizméw grupowanych razem na podstawie

61



62 ROZDZIAL 3. MATERIALY I METODY

podobienstwa ich sekwencji DNA, zazwyczaj na poziomie okreslonego pro-
centu podobienstwa, np. 97%, zatem dwa organizmy moga by¢ zgrupowane
razem jako jedna OTU, jesli ich sekwencje DNA sa podobne na okreslo-
nym poziomie, nawet jesli nie sa one klasyfikowane jako ten sam gatunek
wedlug tradycyjnej taksonomii) lub (2) ASV, podejscie zastosowane w ni-
niejszej pracy, w badanych probkach [199]. Co bardzo wazne, obfitosci ASV,
nie powinny by¢ interpretowane jako prawdziwa, parametryczna obfitos¢ od-
powiadajacego im taksonu w ekosystemie mikrobiologicznym, z ktoérego po-
chodzita dana probka [199).

Wyniki uzyskane z sekwencjonowania nie sa bezposrednim odzwierciedle-
niem rzeczywistych proporcji mikroorganizméw w danym ekosystemie, ale
raczej daja informacje o wzglednej obfitosci réznych grup mikroorganizméow
w probce. Wynika to z réznych czynnikéw wpltywajacych na proces sekwen-
cjonowania, takich jak skuteczno$é¢ ekstrakcji DNA, preferencje amplifikacji
PCR dla r6znych sekwencji oraz inne potencjalne bledy i obciazenia [199].

Wrzgledne obfitosci mikroorganizméw w probee sumuja sie do jednosci,
np. 100% (poniewaz maja charakter kompozycyjny) i znajduja sie w tzw.
sympleksie (przestrzeni, w ktorej te dane istnieja, i w ktorej dane sumuja
sie do jednosci), a nie w przestrzeni euklidesowej (zdefiniowanej za pomoca
uktadu wspoétrzednych, w ktorej funkcjonuje klasyczna odmiana geometrii)
[200]. W rezultacie standardowe metody statystyczne, takie jak wspotczynnik
korelacji Pearsona, test t, ANOVA, analiza regresji liniowej itp., nie sg bezpo-
srednio stosowne do analizy danych na temat wzglednej obfitosci mikrobiomu
[199].

Zignorowanie faktu, ze dane te sa w sympleksie, moze prowadzi¢ do bted-
nych wynikéw [201]. Na przyktad, poniewaz suma wzglednych obfitosci wy-
nosi 1 (czy 100%), wymogiem matematycznym jest, aby wspotczynnik ko-
relacji Pearsona byt ujemny dla co najmniej jednej pary taksonow [199].
Wspotezynnik korelacji Pearsona mierzy liniowa zalezno$é¢ miedzy dwoma
zestawami danych. Jezeli obfitos¢ jednego mikroorganizmu wzrosnie, musi
to spowodowac spadek obfitosci innego (lub innych) mikroorganizmow, aby
suma obfitosci wszystkich w probce wynosita nadal jeden. Stad wynika, ze

wspotczynnik korelacji Pearsona musi byé¢ ujemny dla co najmniej jednej
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pary taksonow. Oznacza to, ze nie mozemy traktowaé¢ zmian w obfitosciach
r6znych mikrobéw jako niezaleznych - zawsze sa one wzajemnie powigzane.

Roéznice w obfitosci na poziomie probki nie moga by¢ ekstrapolowane na
roznice w obfitosci na poziomie ekosystemu. Jednak, zaktadajac, ze probki
sa losowymi obserwacjami, mozna przyjac¢, ze oczekiwana wzgledna obfitosé
taksonu w probce jest taka sama, jak w ekosystemie. W zwiazku z tym, po-
rownanie oczekiwanych wzglednych obfitoéci na poziomie probki jest w przy-
blizeniu réwnoznaczne z dokonywaniem poréwnan na poziomie ekosystemu
[199].

Logarytm stosunku, czyli log-ratio, jest uwazany za dobre narzedzie w
analizie danych kompozycyjnych [191]. Gléwna zaleta jest to, ze pozwala na
poréwnywanie zmian w obfitosci (ilosci) poszczegdlnych mikroorganizmow
miedzy ré6znymi probkami, nawet jesli nie znamy catkowitej liczby mikroorga-
nizmow w tych probkach. Istotnym w pracy z logarytmami stosunkéw sa zera
wystepujace w tablicy zliczeri (oznaczajace brak danego taksonu w probce).
Typowym rozwiazaniem tego problemu jest dodanie niewielkiej liczby do
wszystkich zer (ang. pseudo-count). Warto$¢ dodawang ustala sie arbitralnie
i moze mie¢ wpltyw na wyniki koricowe. ANCOM-BC2 dodaje kilka mozliwych
wartosci i testuje ich wplyw na koncowy wynik, dajac mozliwo$¢ usuniecia
detekeji, ktore byly czule na zmiane wartosci pseudo-count [17§].

Dzieki uzyciu log-ratio, wprowadzona symetria wzgledem zera sprawia, ze
rowng wage przypisuje sie wzglednym wzrostom i spadkom obfitosci mikroor-
ganizmow [191] 202 203]. Niemniej, mimo wielu zalet, stosowanie log-ratio nie
jest wolne od pewnych ograniczen i wyzwan, takich jak kontrola wynikéw fal-
szywie pozytywnych i fatszywie negatywnych. Przeksztatcenie uktadu wspot-
rzednych sympleksu na przestrzen euklidesowg wykonywane jest w transfor-
macji logarytmiczno-stosunkowej (ang. log-ratio transformation) [204].

W niniejszym badaniu zastosowano metode ANCOM-BC2 [178], odpo-
wiednia dla przeprowadzania szerokiego zakresu analiz wielogrupowych z
uwzglednieniem korekty dla kowariatow i powtarzalnych pomiaréow, z wyko-
rzystaniem ktorego wykonano wielokrotne poréwnanie par grup (ang. multi-
ple pairwise comparison, grupa dzieci z ASD vs. kontrola, dzieci z ASD vs.

rodzenstwo oraz rodzenstwo vs. kontrola).
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Metodologia narzedzia ANCOM-BC2 uwzglednia wazne dla analizy aspekty,

ktore sa niedostepne w innych algorytmach przeznaczonych do analizy roz-

nicy obfitosci (takich jak ANCOM [199], ANCOM-BC [204], LOCOM [205])

Poza uwzglednieniem bledu specyficznego dla probki (jak w ANCOM-BC
[204]), uwzgledniany jest takze blad specyficzny dla taksonu [I78]. Jest to
wazne, poniewaz efektywnosé sekwencjonowania moze rézni¢ sie miedzy tak-
sonami, gdy niektore taksony ulegaja preferencyjnie detekcji podczas sekwen-
cjonowania. Na przyktad, bakterie Gram-dodatnie maja mocniejsze $ciany
komorkowe niz bakterie Gram-ujemne, co sprawia, ze ich DNA jest trudniej-
sze do ekstrakcji. W rezultacie, bakterie Gram-dodatnie moga by¢ niedore-
prezentowane w obserwowanych obfitosciach, prowadzac do znieksztatconych

wynikow, jesli nie zostana odpowiednio uwzglednione w analizie [200].

Korzystajac z metod opartych na ograniczonym wnioskowaniu statystycz-
nym [207] oraz metod mdFDR (ang. mized directional false discovery rate;
metoda statystyczna uzywana do kontroli wynikéw fatszywie pozytywnych,
ktora bierze pod uwage kierunek testéw statystycznych, to znaczy czy obfi-
tosé danego taksonu zwieksza sie czy zmniejsza, do wielokrotnych poréwnan
parami [208], 209]). ANCOM-BC2 pozwala na modelowanie kowariatow, czyli
zmiennych kontrolnych, takich jak np. wiek, czy pte¢, ktore maja wpltyw na
zmienng zalezng (w tym przypadku jest nia wystepowanie zaburzen ze spek-
trum autyzmu), ale nie sg gléwnym punktem zainteresowania badania [178].
Jako kowariaty w analizie podano: grupe, pteé¢, wiek, obecno$é choréb uktadu
pokarmowego, dtugosé karmienia piersia, miesiac wprowadzenia sfermentowa-
nych produktéw mlecznych do diety w pierwszym roku zycia dziecka oraz z
danych z obserwacji diety w ciagu 7 dni: Srednie spozycie ttuszczu, biatka
og6tem, blonnika pokarmowego, laktozy [g] i f-karotenu [ug]. Wybrano je
biorgc pod uwage znane czynniki wptywajace na mikrobiom, takie jak plec,
wiek, obecnos¢ chorob ukltadu pokarmowego, czy zywienie oraz wskazano
parametry, ktorymi istotnie réznity sie grupy w tym badaniu. Dzieki wybo-
rowi kowariatéw zapewniono, ze wykryte réznice nie sa efektem niedoskonale

zrandomizowane] proby, jaka zapewnia badanie obserwacyjne.
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3.2.3.5 Przewidywanie funkcji metabolicznych mikrobiomu

Jako ostatni krok w analizie mikrobioméw zdecydowano sie wykonaé¢ ana-
lize funkcji metagenomu. Cate badanie opierato sie o sekwencjonowanie genu
markerowego (165 rRNA), ktory pozwala na poznanie profilu taksonomicz-
nego, ale nie informuje bezposrednio o profilu funkcjonalnym, jak to jest
w przypadku sekwencjonowania metagenomowego typu shotgun. Niemniej,
interesujacym jest poznanie przyblizonego profilu funkcjonalnego w mikro-
biomach badanych grup, ktére mozliwe jest z wykorzystaniem metod przewi-
dywania funkcji na podstawie genu markerowego [210] 211, 212]. W tym ba-
daniu wykorzystano metode PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Com-
munities by Reconstruction of Unobserved States 2) [211]. Narzedzie to re-
konstruuje profil funkcjonalny przez odniesienie sekwencji fragmentu genu
16S rRNA do bazy danych zawierajacej pelne genomy referencyjne, ktore
zostaly poddane analizie funkcjonalnej. Nawet jezeli dana bakteria nie po-
siada wyniku sekwencjonowania pelnego genomu, to informacja o liczbie kopii
wszystkich genow jest przewidywana na podstawie pokrewienstwa ewolucyj-
nego. Odnosi sie to zar6wno do genu markerowego, jak i wszystkich pozosta-
tych genow poddawanych analizie. Przy braku dodatkowych kosztow, metoda
ta pozwala na poznanie przyblizonego profilu funkcjonalnego mikrobiomow
1 moze stanowi¢ podstawe do podjecia decyzji o dalszej kosztownej anali-
zie typu shotgun. Analize roznicows funkcji (KO, KEGG Orthology; EC,
Enzyme Commission numbers i Pathways, §ciezki metaboliczne) wykonano
wykorzystujac ANCOM-BC2, ktéry moze by¢ stosowany do réznych danych
kompozycyjnych, w tym funkcji metagenomu [178]. Wyniki zaprezentowano
w Dodatku A, na rysunkach i3

3.2.4 Analiza krétkotancuchowych kwasow ttuszczowych

Analize krotko tancuchowych kwaséw tluszczowych, SCFA, przeprowa-
dzono w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej, IITD PAN, za pomoca de-
rywatyzowanych ekstraktow katu za pomoca wysokosprawnej chromatografii

cieczowej (HPLC, ang. High-Performance Liquid Chromatography), wedtug
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wezesniej opisanej metody [213] 214].

Probki katu wazono na wadze analitycznej, pobierajac od 200 do 500 mg,
a nastepnie ekstrahowano z uzyciem 3mL 70% etanolu cz.d.a. Material bio-
logiczny poddawano wirowaniu 4000 rpm (rpm, ang. rotation per minute,
obrotéw na minute) przez 5 minut, w celu oddzielenia czastek stalych z
probek, a uzyskane w ten sposéb 500 uL. supernatantu przenoszono do no-
wych probowek i mieszano z 50 pL standardu wewnetrznego (200 mM stan-
dardu wewnetrznego czyli kwasu 2-etylomastowego w 50% metanolu) oraz
300 pL. odwodnionego 3% v/v roztworu pirydyny (Merck, St.Luis, MO, USA)
w etanolu, 300 uL 250 mM N-(3-dimetyloaminopropyl)-N’-etylokarbodiimidu
chlorkowego (Sigma-Aldrich, St.Luis, MO, USA) w etanolu i 300 L. 20 mM
2-nitrofenylohydrazinu chlorkowego (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) w
etanolu.

Tak przygotowane probki inkubowano w temperaturze 60°C przez 20 mi-
nut, po czym mieszano z 200 pL roztworu wodorotlenku potasu (15% w/v w
wodzie, stosunek roztworu wodorotlenku potasu/metanolu wynosit 80/20),
ktory jest odczynnikiem zatrzymujacym, reakcja byta prowadzona przez ko-
lejne 20 minut w temperaturze 60°C.

Po ostygnieciu mieszanine wstrzasano z 2,0 mL roztworu kwasu fosforo-
wego (0,5mol/L) i 2,0 mL eteru przez 3 minuty na kazda z reakcji, w celu
ekstrakeji. Do czystych probowek przenoszono warstwe organiczng (gorna
warstwe eterowa). Ponownie dodawano do probek 2mL eteru dietylowego
i powtarzano poprzedni krok (2 minuty ekstrakcji) po czym przenoszono
otrzymana warstwe organiczna i taczono ja z ta, ktora uzyskano w wyniku
pierwszej ekstrakcji.

W celu wyptukania i wyekstrahowania pozostatych zwiazkow wodnych do
otrzymanej warstwy organicznej dodawano 2mL wody miliQQ i wytrzasano
probki przez 2 minuty po czym przenoszono do czystych probéwek warstwe
organiczna (goérna warstwe eterowa). Eter usunieto stosujac gazowy azot.

Uzyskano hydrazydowa posta¢ kwasow ttuszczowych (pochodne kwasow
ttuszczowych), ktore rozpuszezono w 150 pL metanolu, a 20 uL poddano ana-
lizie HPLC.

Analize HPLC przeprowadzono przy uzyciu pompy HPLC 1525 Binary z
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detektorem UV /Vis 2489 oraz kolumna Shimadzu 5 pm C18-120 A (250 x 4.6
mm). Faza ruchoma sktadala sie z acetonitrylu-metanolu-wody (30:16:54).
Temperatura kolumny wynosita 50°C, predkosé¢ przeptywu 1,0 mL/min, a
dtugosé fali pomiarowej 400 nm.

Oznaczono nastepujace SCFA: kwas mlekowy, kwas octowy (C2), kwas
propionowy (C3), kwas mastowy (C4), kwas izomastowy (iC4), kwas waleria-
nowy (C5) i kwas izowalerianowy (iC5). Wyniki przedstawiono w jednostkach

[umol/1g katu].

3.2.5 Analiza danych ankietowych

W celu zebrania informacji przeprowadzono badanie ankietowe. Rodzice
lub opiekunowie dzieci zgloszonych do projektu zostali poproszeni o udzie-
lenie odpowiedzi na pytania dotyczace perinatalnego wywiadu medycznego
i demograficznego oraz obecnego stanu zdrowia. Pytano o date urodzenia,
sposob porodu, pleé, czy pordéd odbyt sie terminowo, jaki byt wiek ciazowy
dziecka, jakie byly urodzeniowa waga i wzrost oraz jakie sa obecne, wiek ro-
dzicow w momencie urodzenia dziecka, czy dziecko choruje przewlekle, czy
wystepuja objawy neurologiczne oraz czy u dziecka zdiagnozowano zaburze-

nia ze spektrum autyzmu.

3.2.5.1 Nawyki zywieniowe

Celem badania ankietowego byto okreslenie nawykow zywieniowych i diety
bioracych udzial w badaniu dzieci. Aby oceni¢ zywienie i reakcje organizmu w
okresie niemowlecym, pytano o karmienie piersia, karmienie mlekiem modyfi-
kowanym oraz o wprowadzenie do diety dziecka pokarméw statych. Nastepnie
zapytano o obecne zwyczaje zywieniowe oraz o przyjmowane przez dziecko
leki, suplementy diety i antybiotyki.

Poczatkowo przeprowadzono ogélna ocene, czy miedzy grupami wyste-
puja roznice. Do analizy statystycznej danych numerycznych uzyto testu
Kruskala-Wallisa, natomiast do zliczen - testu chi-kwadrat (x?). Przy oce-
nie globalnej nie dokonano korekty wartosci p na wielokrotne testowanie.

Gdyby naiwnie zlicza¢ liczbe wykonanych testéw i dokonywaé korekty, moc
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testu zostalaby znacznie obnizona. Rozwazano uzycie bardziej zaawansowa-
nych metod korekcji, ale w imie prostoty zdecydowano sie¢ nie dokonywacé
korekty. Tabela jest jedynie czescig testowanych danych, badano wiecej
parametrow.

Aby ocenié¢ roznice wystepujace miedzy grupami (dzieci z ASD vs. grupa
kontrolna, dzieci z ASD vs. rodzenistwo, rodzeristwo vs. grupa kontrolna)
zastosowano testy post hoc. Dla danych numerycznych uzyto testu Dunna,
natomiast dla zliczent ponownie testu x2. W przypadku testow post hoc zasto-
sowano korekte wartosci p metoda Bonferroniego, aby zminimalizowac ryzyko

btedu pierwszego rodzaju.

3.2.5.2 Ocena diety uczestnikow badania

Ocena diety uczestnikow badania zostata przeprowadzona za pomoca an-
kiet, ktore zostaly dostarczone w formie papierowej do samodzielnego wypel-
nienia. W celu utatwienia procesu, dostarczono rowniez wzoér do wypetnienia
ankiety. Rodzice lub opiekunowie uczestnikow badania zostali poproszeni o
monitorowanie i doktadne zapisywanie diety swoich dzieci przez siedem dni
poprzedzajacych pobranie probki stolca. Prosba ta obejmowata szczegétowe
notowanie sktadu kazdego positku oraz wielko$¢ zjadanych porcji. Zebrane
w ten sposob informacje zostaly nastepnie wprowadzone do programu Die-
tetykPro, uzywanego przez dietetykéw do tworzenia zbilansowanych plandw
zywieniowych. Program ten umozliwil ekstrakcje szczegdétowych danych na
temat spozywanych przez dzieci pokarméw, takich jak np. liczba kalorii i
sktadniki odzywcze. Te wartosciowe informacje zostaly zapisane i poddane
dalszej analizie statystycznej. Informacje dietetyczne dostepne byly dla 141
ze 144 uczestnikow badania. Przeprowadzenie analizy statystycznej odbyto

sie za pomoca jezyka programowania Python.

3.2.5.2.1 Analiza danych zywieniowych

Globalna analiza wzorcow dietetycznych uczestnikéw badania zostata prze-
prowadzona za pomoca analizy gléwnych sktadowych (PCA, ang. Principal

Component Analysis). Analize wykonano w celu odkrycia, jak rozktadaja

68



ROZDZIAL 3. MATERIALY I METODY 69

sie wzorce zywieniowe, rozumiane jako wynik kombinacji sktadnikéw odzyw-
czych spozywanych w pozywieniu. Dane jako$ciowe, zawierajace informacje
o positkach, zostaly zebrane za pomoca ankiet dietetycznych. Nastepnie, za
pomocg programu dla dietetykow, DietetykPro, przeliczono je na dane licz-
bowe, ktore wykorzystano w analizach. Ocene przeprowadzono w kontekscie
trzech grup: dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu, ich neurotypowe
rodzeristwo oraz neurotypowa grupa kontrolnych dzieci niespokrewnionych.

Na pierwszej sktadowej PCA (PC1) przeprowadzono testy statystyczne,
takie jak test Kruskala-Wallisa oraz test PERMANOVA.
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Lista sktadnikéw odzywczych i parametrow zywnosci brana pod uwage w
analizie PCA:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

. Wartosé

energe-

tyczna kcal

. Biatko ogétem g
. Ttuszez g

. Weglowodany ogo-

tem g

Blonnik

mowy g

pokar-

. Cholesterol mg

Odpadki

. Woda g

. Biatko zwierzece g

Biatko rodlinne g

Weglowodany przy-

swajalne g
Popiot g
S6d mg

Sol g

Potas mg
Waphi mg
Fosfor mg
Magnez mg

Zelazo mg

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Cynk mg

MiedZ mg
Mangan mg

Jod pug
Witamina A ug
Retinol ug
B-karoten ug
Witamina D ug
Witamina E mg
Tiamina mg
Ryboflawina mg
Niacyna mg
Witamina B6 mg
Fiolany ug
Witamina B12 ug
Witamina C mg
C40g¢g

C60g

C80¢g

C10:0g

C12:0g
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41

42

43

44

45

46

47.

48.

49.

50.

ol.

92.

93.

o4.

95.

96.

o7.

o8.

99.

Cl40¢g
C150¢g
C160¢g
C170¢g
C180¢g
C20:0g¢g

Kwasy tluszczowe

nasycone ogotem g
Cldlg
Clhlg
Clé:lg
ClT:lg
Cl81lg
C20:lg
C22:1g

Kwasy tluszczowe

jednonienasycone

ogétem g
Cl182¢g
C183¢g
Cl84g

C20:3 g
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60. C 204 g 72. Fenyloalanina mg 84. Seryna mg
61. C20:5 ¢ 73. Tyrozyna mg 85. Glukoza g
62. C 225 ¢ 74. Treonina mg 86. Fruktoza g
63. C22:6¢g 75. Tryptofan mg 87. Sacharoza g

76. Walina mg

64. n-3 ogdltem 88. Laktoza g

77. Arginina mg

65. n-6 ogodtem 89. Skrobia g
78. Histydyna mg
66. Kwasy tluszczowe 90. Ladunek glike-
wielonienasycone g 79. Alanina mg miczny
67. Izoleucyna mg 80. Kwas asparaginowy 91. Wymienniki weglo-
me wodanowe

68. Leucyna mg

81. Kwas glutaminowy 92. Wymienniki

69. Lizyna m

Y 8 e biatkowo-
70. Metionina mg 82. Glicyna mg ttuszczowe
71. Cystyna mg 83. Prolina mg 93. Odpadki %

Do zobrazowania ogblnych zarysow danego klastra w przestrzeni PCA
zastosowano metode otoczek wypuktych (ang. conver hulls) w celu utatwie-
nia interpretacji i porownania wzorcéw grupowania miedzy ré6znymi grupami
w przestrzeni wielowymiarowej. Nalezy zauwazy¢, ze otoczka wypukta nie
jest jednak miara wariancji wewnatrz grupy. Po zidentyfikowaniu global-
nych réznic w przyjmowanych z pozywieniem sktadnikach odzywczych, zba-
dano ktore konkretne zmienne mozna wyrézni¢ jako réozne miedzy grupami.
W tym celu zastosowano test Kruskala-Wallisa z korekta FDR (ang. False
Discovery Rate) Benjamini-Hochberga na wielokrotne testowanie. Korekta
FDR Benjamini-Hochberga to metoda statystyczna stosowana do kontrolo-
wania btedow typu I (falszywie dodatnich, falszywie odkrytych réznic) w
przypadku przeprowadzania wielu testow statystycznych jednoczesnie. Za-
stosowanie tej korekty pozwala zminimalizowaé ryzyko otrzymania fatszywie

dodatnich wynikéw, ktére moga wynikaé z wielokrotnego testowania na tych
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samych danych. Nastepnie przeprowadzono analize post hoc, aby zidentyfiko-
wad, ktore pary grup wykazuja istotne statystycznie réznice. Wykorzystano
do tego metode Dunna, a wartosci p skorygowano za pomocg metody Holma-

Bonferroniego.

3.2.5.2.2 Analiza danych zywieniowych w kontek$cie rodzin

W ramach badania podjeto probe zidentyfikowania réznic we wzorcach
zywieniowych rodzenstwa. W tym celu poréwnano grupe rodzin gdzie jest
dziecko z diagnoza spektrum autyzmu i neurotypowe rodzenstwo oraz grupe
rodzin z wytacznie neurotypowym rodzenstwem (dzieci z grupy kontrolnej).
Analiza ta koncentrowata sie na badaniu réznorodnosci diet w obu grupach.
W przypadku dzieci, ktére nie mialy rodzenstwa, nie dokonywano takich
poréwnan.

W tym celu wykorzystano analize gltownych sktadowych (PCA), gdzie
ukazano globalne wzorce zywieniowe. Reprezentacje punktowe os6b (odzwier-
ciedlajace ich globalne wzorce zywieniowe) na wykresie PCA zostaly pota-
czone liniami w ramach jednej rodziny. Linie te reprezentuja wektory odlegto-
$ci przemieszczenia miedzy punktami na wykresie PCA. Histogramy dtugosci
tych wektorow (gdzie wieksza odlegtosé sugeruje wieksza roznice w wzorcach
zywieniowych) umozliwity zbadanie, czy srednie réznice w zywieniu miedzy
rodzeristwem sg statystycznie istotne w obu grupach.

Dane o dhugosciach wektorow, wyrazone w jednostkach arbitralnych, zo-
staly poddane testowi Shapiro-Wilka w celu sprawdzenia, czy pochodzg z
rozktadu normalnego. Wynik testu wskazat, ze nie spetniaja tego kryterium.
Dlatego, do poréwnania $rednich dtugosci wektoréw w obu grupach zastoso-

wano nieparametryczny test Manna-Whitneya.

3.2.5.3 Ocena dolegliwo$ci ze strony ukladu pokarmowego

W badaniu przez okres 14 dni prowadzono obserwacje objawow ze strony
uktadu pokarmowego. Rodzicom lub opiekunom dostarczono ankiete do sa-
modzielnego wypekienia. Poproszono o zaznaczanie, (1) czy danego dnia

wystapilo wypréznienie [tak/nie|, (2) jesli tak, to jaka konsystencje mial sto-
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lec [typy 1-7], (3) jakiego byl koloru |brazowy, zielony, czarny, zotty, szary,
czerwony|, (4) czy zaobserwowano bol brzucha u dziecka [tak/nie|, (5) czy
wystepowaly gazy [tak/nie|, (6) czy widoczne bylo wzdecie [tak/nie].
Analizie poddano wylacznie te ankiety, ktore zawieraly kompletne od-
powiedzi na wszystkie sze$¢ pytan, udzielane w ciagu 14-dniowego okresu
obserwacji. Kompletne zestawy danych, zawierajace odpowiedzi na wszyst-
kie pytania, uzyskano od 115 os6b sposrod 144 uczestnikéw badania. Ana-
lize statystyczna przeprowadzono za pomoca jezyka programowania Python,
natomiast test doktadny Fishera zrealizowano przy uzyciu srodowiska staty-

stycznego R.

3.2.5.3.1 Wyproéznienia, bol brzucha, gazy, wzdecia

Podobnie jak w przypadku innych badanych cech, analizy statystyczne
przeprowadzono na trzech grupach: dzieciach z ASD, ich neurotypowym ro-
dzenstwie oraz niespokrewnionej neurotypowej grupie kontrolnej. Badanie
skupito sie na czterech aspektach: wypréznieniu, boélach brzucha, gazach oraz
wzdeciach. Zostaly one ocenione na podstawie obserwacji, ktora trwata 14
dni, a odpowiedzi na te pytania byty kategoryzowane jako "tak", gdy objaw
lub wyproéznienie wystapito danego dnia lub "nie", gdy nie wystapito.

W celu oceny réznic pomiedzy grupami, przeprowadzono analizy staty-
styczne przy uzyciu doktadnego testu Fishera (ang. Fisher’s exact test). Test
ten pozwolit na sprawdzenie, czy istnieja globalne réznice w zliczeniach tych
cech (suma odpowiedzi tak/nie u poszczegélnych osob zebrane w 3 grupach)
pomiedzy grupami. Decyzje o zastosowaniu doktadnego testu Fishera pod-
jeto, poniewaz w niektoérych badanych cechach liczba zliczen wynosita 0. Z
tego powodu nie zdecydowano si¢ na wykonanie typowo wykorzystywanego
testu chi-kwadrat (x?). Po tej analizie, przeprowadzono testy post hoc, ktore
rowniez byly doktadnymi testami Fishera, aby doktadniej zbadaé réznice po-
miedzy grupami.

Aby uwzglednié¢ problem wielokrotnych testowan i ryzyko odkrycia fatszy-
wie pozytywnych wynikéw, przeprowadzono korekte wartosci p przy uzyciu

metody Bonferroniego. Ta korekta pozwolita na kontrole btedu I rodzaju,
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zapewniajac wicksza pewnosé¢ we wnioskowaniu.

3.2.5.3.2 Wyproéznienia i skala uformowania stolca

Jednym z badanych aspektow bylo monitorowanie wypréznien i uformo-
wania stolca badanych dzieci, klasyfikujac go wedtug Bristolskiej Skali Ufor-
mowania Stolca. Odnotowywano, czy danego dnia wystapito wyproznienie, a

jesli tak, to jak uformowany byt stolec.

Bristolska Skala Uformowania Stolca sktada sie z siedmiu obrazkow przed-
stawiajacych rozne formy stolca, ktore utatwiaja rejestrowanie jego konsy-
stencji. Typ 1 odnosi sie do formy stolca jako oddzielnych twardych grudek,
podobnych do orzechéw (trudnych do wydalania); typ 2 — o ksztalcie wydtu-
zonym, grudkowatym; typ 3 — stolec w ksztalcie wydtuzonym, z peknieciami
na powierzchni; typ 4 — stolec o ksztatcie wydtuzonym lub wezowatym, gtadki
i miekki; typ 5 — miekkie, mate grudki o wyraznych krawedziach (tatwe do
wydalania), typ 6 — male elementy o postrzepionych brzegach (ktaczki), pap-
kowaty stolec; oraz typ 7 — wodnisty, catkowicie ptynny, bez grudek [215],
podsumowanie znajduje sie na rysunku Typy 3, 4 1 5 sa uwazane za
normalne formy stolca [215]. Skala ta zostala zweryfikowana zaréwno dla
zdrowych dorostych jak i os6b zmagajacych sie z problemami uktadu pokar-
mowego [215] 216, 217]. Wraz z uptywem lat, zyskata uznanie w literaturze
medycznej jako warto$ciowe i ustandaryzowane narzedzie do badania konsy-

stencji stolca, zaréwno u dorostych jak i dzieci [215].

Wykorzystano doktadny test Fishera w celu poréwnania czestosci wyste-
powania poszczegblnych typow stolca, jak réwniez braku wyproznienia po-
miedzy grupami. Ten test uzywany jest do okreslenia, czy istnieja istotne
roznice miedzy grupami (dwiema lub wicksza liczba) na podstawie niewiel-
kich probek danych. Test ten nie polega na zadnych zatozeniach dotyczacych
rozktadu populacji. W celu kontrolowania btedéw typu I, wynikajacych z
wielokrotnych poréwnan, wartosci p zostalty skorygowane za pomoca metody

Bonferroniego.
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Bristolska Skala Uformowania Stolca

Typ 1 Pojedyncze twarde grudki,
. .. . podobne do orzechow (trudne
. do wydalenia)
Typ 2 Stolec o ksztatcie wydtuzonym,
grudkowaty
Typ 3 _ Stolec o ksztatcie wydtuzonym,
z peknieciami na powierzchni
Typ 4 Stolec o ksztatcie wydtuzonym
lub wezowatym, gtadki i miekki
Typ 5 -- ey Miekkie, mate grudki
‘ A == 0 wyraznych brzegach
(tatwe do wydalenia)
Typ 6 Mate elementy o postrzepionych
brzegach (ktaczki), papkowaty
stolec
Typ 7 Wodnisty, catkowicie ptynny,

bez grudek

Rysunek 3.5: Bristolska Skala Uformowania Stolca zaadaptowana do jezyka
polskiego. Rysunek pochodzi z [215].
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3.2.5.4 Wyproéznienia i kolor stolca

Kolejnym badanym aspektem byt kolor stolca. Kolor brazowy jest pra-
widtowym kolorem stolca, wynika z obecnosci bilirubiny, produktu rozpadu
hemoglobiny oraz z6tci, wydzielanej przez watrobe, a ktéra ma kluczowe zna-
czenie w rozkladzie i absorpcji ttuszezow [218]. Na kolor stolca duzy wplyw
ma dieta, zatem moze sie znacznie rézni¢ w zaleznosci od spozywanego po-
karmu [218], ale takze moze wskazywaé¢ na zmiany stanu zdrowia. Stolec
blady, o barwie glinki lub w kolorze szarym obserwuje sie w przypadku za-
torow zotciowych [218]. Smolisty stolec o zabarwieniu czarnym obserwuje sie
w przypadku utraty wiecej niz 100 ml krwi z gérnego uktadu pokarmowego
[218]. Jednak poza krwawieniem, czarny stolec moze réwniez by¢ obserwo-
wany na skutek leczenia zelazem lub bizmutem [218]. Czerwony stolec obser-
wuje sie w przypadku krwawienia z dolnego odcinka przewodu pokarmowego
[218], a takze po spozyciu pokarméw o tym zabarwieniu. Zielony kolor moze
wynika¢ z szybkiego przemieszczania sie tresci pokarmowej przez przewod
pokarmowy, jak w przypadku biegunki [219], wowczas bilirubina nie ulega
catkowitemu rozpadowi do urobilinogenu i sterkobilinogenu, ktoére nadaja
charakterystyczny kolor prawidlowemu stolcowi. Spozywanie diety bogatej
w warzywa lisciaste, zawierajace duza ilo$¢ chlorofilu lub barwnikéw spo-
zywezych rowniez moze nadaé zielone zabarwienie katowi [219]. Kolor zolty
stolca moze wynika¢ z nadmiaru ttuszczu, co czesto jest spowodowane za-
burzeniami zwigzanymi z niewtasciwym wchtanianiem sktadnikow pokarmo-
wych [220]. Stolec o zo6ttym kolorze czesto wiaze sie z wystepowaniem gazow
i nieprzyjemnego zapachu [219]. Moze to sugerowaé¢ zaburzenia zwiazane z
niewlasciwym wchtanianiem sktadnikow pokarmowych, jak w przypadku ce-
liakii czy mukowiscydozy [219] 221].

Podobnie jak w przypadku sprawdzenia, czy wystepuja roéznice w udziale
stolcow danego typu (uformowanie wg skali bristolskiej) miedzy grupami ba-
danymi (dzieci z ASD oraz ich neurotypowe rodzeristwo) i kontrolna (neu-
rotypowe dzieci niespokrewnione) zastosowano test dokladny Fishera, ktory
wykonano na zliczeniach wystapien stolca w danym z szesciu kolorow. W celu

wskazania, ktore konkretnie grupy réznia sie parami miedzy soba wykonano
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test post hoc, ponownie stosujac test dokladny Fishera, wykonano korekte

wartosci p na wielokrotne testowanie stosujac metode Bonferroniego.

3.2.5.4.1 Wskaznik dolegliwosci jelitowych

Na podstawie zebranych danych ankietowych, skonstruowano prosty wskaz-
nik dolegliwosci jelitowych. Kalkulacja wskaznika obejmowata sumowanie
liczby dolegliwosci dla kazdej osoby, obserwowanej przez okres 14 dni. Uwzgled-
niono takie czynniki jak wystepowanie wyproéznienia, charakterystyka stolca
(w tym kolor i konsystencja), a takze wystepowanie gazow, wzde¢ i bolow
brzucha. W wyniku tej procedury, kazdy z uczestnikow badania, dla kto-
rego dostepne byly pelne informacje (115 os6b), otrzymal wynik wyrazony
w punktach. Maksymalna wartosé wskaznika to 70.

Kazda obserwowana dolegliwos¢, tak jak gazy, wzdecia i bole brzucha,
przektadata sie na dodatkowy punkt. Brak wypréznienia takze skutkowat
przyznaniem punktu, podczas gdy jego wystepowanie to 0 punktéw. Kolor
stolca brazowy to 0 pkt., a kolor inny niz brazowy byt traktowany jako symp-
tomatyczny i przyznawano punkt. Za prawidtowe uznawano stolce typu 3, 4
i 5 - za nie nie przydzielano punktéow, natomiast za nieprawidlowe typy (1
i 2 oraz 6 1 7) punkty byly przydzielane. Im wiecej punktow, tym wieksze
dolegliwodci jelitowe.

W celu okreslenia, czy istnieja statystycznie istotne réznice miedzy gru-
pami (ASD, Rodzenistwo, Kontrola) w zakresie dolegliwosci jelitowych, za-
stosowano test Kruskala-Wallisa. Dodatkowo przeprowadzono testy post hoc

Dunna z korekta wartosci p metoda Bonferroniego.
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Wyniki

4.1 Charakterystyka uczestnikow badania

W badaniu wzielo udzial 71 dzieci z zaburzeniami ze spektrum auty-
zmu, 29 dzieci neurotypowych, bedacych rodzenistwem dzieci z ASD oraz 44
neurotypowe dzieci niespokrewnione, stanowiace grupe kontrolna. Omawiane

ponizej informacje zebrane zostaly w tabeli [4.1]
Chtopcy w grupie ASD stanowili 88, 7%, w grupie rodzenstwa 44, 8%, a w

grupie kontrolnej 34, 1%. Wykazano istotnie rézny udzial chtopcow w grupie
dzieci z autyzmem wzgledem rodzeristwa i grupy kontrolnej (p < 0,001 w
przypadku obu poréwnan, test post hoc Dunna z korekta wartosci p metoda

Bonferroniego).

Mediana wieku w grupie dzieci z ASD wynosita 7 lat (+ 2,6, odchylenie
¢wiartkowe), u neurotypowego rodzeristwa 8,2 (£ 2,7), a w grupie kontrolnej
7,5 (£ 2,5). Grupy zostaly dobrze dobrane ze wzgledu na wiek, nie wykazano
istotnie statystycznych roznic (test Kruskala-Wallisa, p = 0, 439). Uczestnicy
badania nie réznili sie istotnie ze wzgledu na obecny wzrost i wage (p = 0, 534
i p=0,920, test Kruskala-Wallisa).

Wiekszos$¢ uczestnikow badania stanowili mieszkancy miast, w grupach
ASD, rodzeristwo i kontrola odpowiednio 76,1%, 79,3% 1 72,7% (p = 0, 858,
test x?).
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Tabela 4.1: Charakterystyki demograficzne, karmienie i dos§wiadczenia z pro-

blemami jelitowymi w okresie niemowlecym oraz inne wybrane parametry

charakteryzujace uczestnikow badania w grupach.

ASD Rodzenstwo Kontrola i Warto$é p w testach post hoc
NA Wartosé p

(n=71) (n=29) (n=44) Avs. K Avs.R Kvs.R
plec, meska 63 (88.7%) 13 (44.8%) 15 (34.1%) 0 (0.0%) < 0.001 <0.001 <0.001 0.498
wiek, lata 7.0+ 2.6 8.2+ 2.7 7.5+25 0.439 0.605 1.000 1.000
obecny wzrost, m 1.3+0.2 1.3+0.2 1.3+0.2 0.534 0.847 1.000 1.000
obecna waga, kg 24.0+ 7.5 28.6 + 8.7 24.3 £ 12.0 0.920 1.000 1.000 1.000
zamieszkanie, miasto 54 (76.1%) 23 (79.3%) 32 (72.7%) 0 (0.0%) 0.810 0.858 0.929 0.718
choroby przewlekte 19 (27.5%) 5 (17.2%) 2 (4.5%) 2 (1.4%) 0.009 0.005 0.410 0.163
objawy neurologiczne 15 (21.7%) 3 (10.3%) 0 (0.0%) 2 (1.4%) 0.003 0.002 0.297 0.115
alergia/nietol. pokarm. 41 (58.6%) 11 (40.7%) 7 (16.3%) 4 (2.8%) < 0.001 < 0.001 0.177 0.046
choroby ukl. pokarmowego 21 (31.3%) 3 (13.0%) 4 (10.5%) 16 (11.1%) 0.024 0.030 0.150 1.000
dieta elim. 48 (67.6%) 10 (34.5%) 2 (4.7%) 1 (0.7%) < 0.001 <0.001  0.005 0.003
dieta elim. w przeszlosci 44 (62.9%) 10 (34.5%) 9 (20.9%) 2 (1.4%) < 0.001 < 0.001 0.018 0.314
leki stale 18 (25.4%) 4 (13.8%) 3 (7.1%) 2 (1.4%) 0.041 0.031 0.317 0.604
suplementy diety 46 (64.8%) 11 (39.3%) 14 (33.3%) 3 (2.1%) 0.002 0.002 0.037 0.799
antybiotyk, ost. 3 msc 10 (14.5%) 1 (4.2%) 3 (7.9%) 13 (9.0%) 0.297 0.490 0.326 0.959
wraz. na zapach jedzenia 26 (36.6%) 7 (24.1%) 6 (14.0%) 1 (0.7%) 0.028 0.017 0.332 0.430
wraz. na fakture jedzenia 32 (45.7%) 5 (17.9%) 6 (14.0%) 3 (2.1%) < 0.001 0.001 0.019 0.913
wyb. pokarm. 27 (38.0%) 6 (20.7%) 1 (2.3%) 1 (0.7%) < 0.001 <0.001  0.150 0.030
wyb. pokarm. w przeszlo- 34 (48.6%) 3 (10.3%) 5 (11.6%) 2 (1.4%) < 0.001 <0.001 <0.001 1.000
éci
porod, naturalny 38 (53.5%) 14 (48.3%) 22 (50.0%) 0 (0.0%) 0.871 0.861 0.798 1.000
urodzona/y w terminie 47 (66.2%) 19 (65.5%) 33 (76.7%) 1 (0.7%) 0.442 0.326 1.000 0.438
wiek cigzowy, tygodnie 39.0 £ 1.0 39.0 £ 1.0 40.0 £ 0.5 0.506 0.831 1.000 1.000
waga urodzeniowa, kg 3.2+0.3 3.2+0.3 3.4+£0.3 0.543 0.824 1.000 1.000
wzrost urodzeniowy, cm 54.0 £ 2.1 53.5 + 2.0 55.0 £ 1.5 0.482 1.000 0.944 0.737
wiek matki, lata 31.0 £ 3.5 31.0+ 2.5 30.5 + 3.1 0.850 1.000 1.000 1.000
wiek ojca, lata 33.0+ 3.8 32.0+ 5.0 33.5+ 3.1 0.904 1.000 1.000 1.000
karmienie piersig 65 (91.5%) 29 (100.0%) 42 (95.5%) 0 (0.0%) 0.232 0.672 0.250 0.666
ditugosé¢ KP, msc 6.0+ 4.5 8.8+ 4.6 12.0 + 6.0 0.040 0.037 1.000 0.308
antybiotyki matki (KP) 10 (16.1%) 3 (10.7%) 2 (5.0%) 14 (9.7%) 0.226 0.165 0.724 0.677
alergia skorna (KP) 19 (31.7%) 9 (31.0%) 4 (10.0%) 15 (10.4%)  0.033 0.023 1.000 0.058
zaparcia (KP) 22 (35.5%) 4 (15.4%) 5 (13.5%) 19 (13.2%)  0.023 0.032 0.103 1.000
$luz w kale (KP) 24 (38.1%) 2 (7.1%) 7 (17.5%) 13 (9.0%) 0.003 0.045 0.006 0.381
karmienie MM 56 (80.0%) 16 (55.2%) 25 (59.5%) 3 (2.1%) 0.016 0.033 0.023 0.904
diugos¢ karmienia MM, 23.0 £ 8.0 20.0+ 7.0 14.0 = 4.5 0.095 0.107 1.000 0.337
msc
wazdecia (MM) 23 (41.1%) 6 (33.3%) 4 (15.4%) 44 (30.6%)  0.071 0.040 0.758 0.303
tapezywie jadlo (MM) 20 (36.4%) 3 (17.6%) 2 (8.3%) 48 (33.3%)  0.023 0.022 0.251 0.679
W pierwszym roku zycia, pokarmy state:
wazdecia (PS) 20 (28.6%) 5 (18.5%) 4 (9.3%) 4 (2.8%) 0.047 0.028 0.450 0.451
zaparcia (PS) 29 (41.4%) 7 (24.1%) 8 (18.2%) 1 (0.7%) 0.022 0.018 0.162 0.749
biegunki (PS) 25 (35.2%) 5 (17.9%) 6 (14.3%) 3 (2.1%) 0.028 0.028 0.147 0.947
stolec wodnisty (PS) 15 (21.4%) 2 (7.1%) 2 (4.8%) 4 (2.8%) 0.024 0.035 0.164 1.000
$luz w kale (PS) 21 (30.4%) 1 (3.4%) 3 (7.0%) 3 (2.1%) < 0.001 0.007 0.008 0.907
krew w kale (PS) 6 (8.7%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 4 (2.8%) 0.040 0.125 0.239 1.000
gotowane warzywa 71 (100.0%) 29 (100.0%) 37 (92.5%) 4 (2.8%) 0.084 0.022 1.000 0.363
kaszki bezgluten., chetnie 51 (77.3%) 27 (96.4%) 32 (88.9%) 14 (9.7%) 0.044 0.240 0.050 0.519
produkty gluten., ZPP 17 (26.2%) 3 (13.0%) 2 (6.1%) 23 (16.0%)  0.040 0.035 0.317 0.671
ryby, chetnie 41 (65.1%) 21 (84.0%) 29 (85.3%) 22 (15.3%)  0.044 0.060 0.135 1.000
SPM, msc 10.0+ 1.5 10.0 + 1.5 8.0+ 1.8 0.002 0.017 0.695 0.002
mleko krowie, alergia 13 (31.0%) 4 (25.0%) 1 (4.2%) 62 (43.1%)  0.039 0.025 0.903 0.143
mleko krowie, ZPP 14 (35.0%) 3 (23.1%) 1 (4.5%) 69 (47.9%) 0.027 0.018 0.647 0.265

Roéznice istotne statystycznie (p < 0, 05) zostaly zaznaczone pogrubiong czcionka. Dane wyrazone jako mediana + IQR/2

(odchylenie éwiwartkowe) lub n (%). Dane numeryczne testowane testem Kruskala-Wallisa, z testami post hoc Dunna,

dane o zliczeniach testowane w tescie X2 i testach post hoc x2. Wartosci p w testach post hoc podlegaly korekcie metoda

Bonferroniego. Wyjadnienie skrotéw: A vs. K — ASD vs. Kontrola; Avs.R — ASD vs. Rodzenstwo; Kvs. R — Kontrola vs.

Rodzenstwo; alergia/nietol. pokarm. — alergia lub nietolerancja pokarmowa; dieta elim. — dieta eliminacyjna; wraz. —

wrazliwo$é; wyb. pokarm. — wybiérczos§é pokarmowa; KP — karmienie piersia; msc — miesiace; MM — mleko modyfikowane;

PS — pokarmy stale; ZPP — zaburzenia przewodu pokarmowego; SPM — sfermentowane produkty mleczne.
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Dzieci z ASD czesciej niz dzieci z grupy kontrolnej cierpia na choroby
przewlekte (27,5% vs. 4,5%, p = 0,005, test x* z korekta wartosci p metoda
Bonferroniego), ale réznica miedzy dzieé¢mi z ASD a grupa neurotypowego
rodzenistwa (17,2%) nie jest istotna statystycznie (p = 0,410).

Objawy neurologiczne dotykaja istotnie wicksza czesé dzieci z ASD, niz
dzieci z grupy kontrolnej (21, 7% vs. nie dotycza nikogo z grupy kontrolnej,
p = 0,002, test x? z korekta wartoéci p metoda Bonferroniego). Roéznica
miedzy dzie¢mi z ASD a neurotypowym rodzeristwem (10, 3%) nie jest istotna
statystycznie (p = 0,297, test x? z korekta wartosci p metoda Bonferroniego).

Alergie i nietolerancje pokarmowe dotycza 58, 6%, 40,7% i 16, 3% kolejno
dzieci z ASD, neurotypowego rodzenstwa i grupy kontrolnej. Istotnie cze-
Sciej dzieci z ASD niz kontroli i istotnie czesciej neurotypowego rodzenistwa
niz kontroli (p < 0,001 i p = 0,046 odpowiednio, x? z korekta wartosci p
metoda Bonferroniego). Mozna zatem stwierdzi¢, ze alergie i nietolerancje
pokarmowe sa czedciej raportowane w rodzinach, w ktérych dzieci dotkniete
sa zaburzeniami se spektrum autyzmu.

Choroby uktadu pokarmowego czesciej dotycza dzieci z ASD, niz dzieci
7 grupy kontrolnej (31,3% vs. 10,5%, p = 0,030, test x? z korekta wartosci
p metoda Bonferroniego), ale nie istotnie czesciej niz neurotypowego rodzen-
stwa (13,0%, p = 0,150, test x? z korekta wartosci p metoda Bonferroniego).

Dieta eliminacyjna byta stosowana u 67, 6% dzieci z ASD, 34, 5% neuroty-
powego rodzenstwa i 4,7% dzieci z grupy kontrolnej, czyli istotnie czesciej u
dzieci z ASD wzgledem rodzenstwa (p = 0,005) i wzgledem grupy kontrolnej
(p < 0,001) i czesciej w grupie neurotypowego rodzeristwa wzgledem grupy
kontrolnej (p = 0,003). wartoéci p pochodza z testu post hoc x? z korekta
wartosci p metoda Bonferroniego.

Stosowanie diety eliminacyjnej w przeszlosci zaraportowano dla 62,9%
dzieci z ASD, 34, 5% neurotypowego rodzenstwa i 20, 9% dzieci z grupy kon-
trolnej, czyli istotnie czesciej u dzieci z autyzmem, w poréwnaniu do neuro-
typowego rodzenstwa i do grupy kontrolnej (p = 0,018 i p < 0,001, odpo-
wiednio, test x? z korekta wartosci p metoda Bonferroniego).

Leki stale przyjmowane raportowane sa dla 25,4% dzieci z zaburzeniami

ze spektrum autyzmu, 13,8% dzieci bedgcych w grupie neurotypowego ro-
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dzenistwa 1 7,1% dzieci z grupy kontrolnej, przy czym istotna statystycznie
roznica wystepuje miedzy dzieémi z ASD a kontrolg, p = 0,031, test x? z
korekta wartosci p metoda Bonferroniego.

Suplementy diety przyjmowane sa we wszystkich trzech grupach, istotnie
czesciej przez dzieci z ASD (64,8%) niz w grupie kontrolnej (33,3%) 1 niz
przez grupe neurotypowego rodzenstwa (39,3%)(p = 0,002 i p = 0,037,
odpowiednio, x? z korekta wartosci p metoda Bonferroniego).

Antybiotyk w ciaggu ostatnich trzech miesiecy przyjmowato 14, 5% dzieci
z ASD, 4, 2% z grupy neurotypowego rodzenistwa i 7, 9%, bez istotnej roznicy
miedzy grupami (p = 0,297, test x?).

Dzieci wrazliwe na zapach jedzenia stanowia wieksza grupe wsrod dzieci z
zaburzeniami se spektrum autyzmu (36, 6%), niz wsrod dzieci z grupy kontro-
Inej (14,0%) (p = 0,017, test x? z korekta wartosci p metoda Bonferroniego).
Wsréd neurotypowego rodzenstwa 24, 1% dzieci jest wrazliwych na zapach
jedzenia.

Wrazliwo$é na fakture jedzenia jest bardziej charakterystyczng cecha, niz
wrazliwo$¢ na zapach, bo zglaszana wsrod 45,7% dzieci z ASD, a 17,9%
neurotypowego rodzeristwa (ASD vs. rodzeristwo p = 0, 019, test x? z korekta
wartosci p metoda Bonferroniego) i 14,0% dzieci z grupy kontrolnej (ASD
vs. p = 0,001, test x* z korekta wartoéci p metoda Bonferroniego).

Trwajaca wybiorczosé pokarmowa zglaszana byta czesciej dla dzieci z
ASD niz w grupie kontrolnej (38,0% vs. 2,3%, p < 0,001, test x? z korekta
wartosci p metoda Bonferroniego), ale nie czesciej u dzieci z ASD niz dla
neurotypowego rodzenstwa (ASD 38,0% vs. 20, 7% rodzenstwo p = 0,150,
test x? z korekta wartosci p metoda Bonferroniego). Wybiérezosé wsrod ro-
dzenstwa réwniez jest istotnie czestsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(p = 0,030, test x* z korekta warto$ci p metoda Bonferroniego).

Wybiorezosé pokarmowa wystepujaca w przesztoscei zglaszano dla 48, 6%
dzieci z grupy ASD, 10, 3% neurotypowego rodzenstwa i 11,6% (istotne sta-
tystycznie roznice to ASD vs. rodzenstwo, ASD vs. kontrola, p < 0,001 dla
obu poréwnan, réznica miedzy rodzenstwem a kontrola nie jest istotna sta-
tystycznie p = 1,0, test x? z korekta wartoéci p metoda Bonferroniego).

Wykazano jednolity rozktad typow porodu, z zaskakujaco rownomiernym
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podziatem na porody naturalne i cesarskie ciecia. W kazdej z analizowanych
grup, rozklad typow porodu ukazywal proporcje, z blisko 50% przypadkow
zaliczanych do kazdego z typéw porodu (pordd naturalny wsrod dzieci z ASD
to 53,5% przypadkow, wsrod neurotypowego rodzenstwa to 48, 3%, a wsrod
grupy kontrolnej doktadnie 50,0%). Réwny podzial pomiedzy typami poro-
déow w badanych grupach umozliwia wykluczenie wptywu metody porodu
na ksztaltowanie sie mikrobiomu, co jest szczegodlnie istotne dla celow tego
badania.

66,2% dzieci z grupy ASD, 65,5% neurotypowego rodzenstwa i 76, 7%
grupy kontrolnej przyszlo na $wiat w terminie i te réznice nie sa istotne
statystycznie (p = 0,442, test x?). Rowniez wiek cigzowy (dlugo$é trwania
ciazy) nie roznil sie miedzy grupami (mediana dla ASD: 39,0 +1, 0, rodzeri-
stwo neurotypowe: 39,0 £1,0, grupa kontrolna: 40,0 + 0,05, p = 0,506,
test Kruskala-Wallisa). Wzrost i waga urodzeniowa dzieci w trzech grupach
takze nie rozni sie istotnie statystycznie (p = 0,482 1 p = 0,543, odpowied-
nio test Kruskala-Wallisa). Mediana wieku matki w czasie urodzenia dzieci
z grupy ASD to 31,0 £ 3,5, neurotypowego rodzenistwa 31,0 + 2,5 i grupy
kontrolnej to 30,5 4+ 3,1 (réznice nieistotne statystycznie, p = 0,850, test
Kruskala-Wallisa). Z kolei mediana wieku ojca w czasie urodzenia dzieci z
grupy ASD to 33,0 £3,8, neurotypowego rodzenstwa 32,5 £5,0 i grupy
kontrolnej to 33,5 +3,1 (roznice nieistotne statystycznie, p = 0,904, test
Kruskala-Wallisa).

Wszystkie dzieci w grupie neurotypowego rodzenstwa byty karmione pier-
sia, w grupie kontrolnej 42 z 44 dzieci (95,5%), a w grupie dzieci z ASD 65
z 71 (91,5%) i te r6znice nie sq istotne statystycznie (p = 0,232, test x?).
Z kolei dzieci z grupy ASD byly karmione piersia istotnie krocej niz dzieci z
grupy kontrolnej (6 + 4,5 vs. 12 + 6,0, p = 0,037, test Kruskala-Wallisa,
korekta wartosci p metoda Bonferroniego). Alergie skorne w czasie karmienia
piersia czesciej dotyczyly dzieci z ASD (31,7%), niz dzieci z neurotypowej
grupy kontrolnej (10,0%) (p = 0,023, x? z korekta wartosci p metoda Bon-
ferroniego). Podobnie zaparcia w czasie karmienia piersia czesciej dotyczyty
dzieci z ASD (35,5%) niz dzieci z grupy kontrolnej (13,5%) (p = 0,032,

x> z korekta wartosci p metoda Bonferroniego). Z kolei §luz w kale w cza-
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sie karmienia piersia czesciej raportowany byt u dzieci z ASD (38,1%), niz
u neurotypowego rodzeristwa (7,1%) (p = 0,006, x? z korekta wartosci p
metoda Bonferroniego) oraz czesciej niz u dzieci z grupy kontrolnej (17,6%)
(p = 0,045, x? z korekta wartoéci p metoda Bonferroniego).

Nie wszystkie dzieci byty w okresie niemowlecym karmione mlekiem mo-
dyfikowanym. Zywienie to dotyczyto 80,0% dzieci z grupy ASD, 55, 2% dzieci
z grupy neurotypowego rodzenstwa i 59,5% dzieci neurotypowych niespo-
krewnionych, istotnie wiekszej proporcji grupy ASD w odniesieniu do rodzen-
stwa (p = 0,023) i kontroli niespokrewnionej (p = 0,033). Dlugosé¢ karmienia
mlekiem modyfikowanym nie byta parametrem réznigcym sie istotnie miedzy
tymi grupami (p = 0,095, test Kruskala-Wallisa), choé¢ w grupie ASD ten spo-
sob zywienia trwal 23,0 £+ 8,0, w grupie neurotypowego rodzenstwa 20,0 =+
7,0, a w grupie kontrolnej 14,0 + 4,5. W ankiecie czesciej dla grupy dzieci
z ASD zaznaczono, ze jadly one tapczywie w czasie karmienia mlekiem mo-
dyfikowanym (36,4%), niz dla dzieci z grupy kontrolnej (8,3%) (p = 0,022,
test x? z korekta wartosci p metoda Bonferroniego).

Pytano takze o reakcje dzieci na wprowadzane w pierwszym roku zycia
pokarmy stale i tak, wzdecia, zaparcia, biegunki i stolce wodniste raporto-
wane byly czesciej dla dzieci z ASD (wzdecia 28,6%, zaparcia 41,4%, bie-
gunki 35, 2%, stolce wodniste 21,4%) w odniesieniu do grupy neurotypowych
dzieci neurotypowych (wzdecia 9, 3%, zaparcia 18, 2%, biegunki 14, 3%, stolce
wodniste 4,8%) (odpowiednio p = 0,028, p = 0,018, p = 0,028, p = 0,035
test x? z korekta warto$ci p metoda Bonferroniego), ale nie do neurotypo-
wego rodzenistwa (wzdecia 18,5%, zaparcia 24, 1%, biegunki 17,9%, stolce
wodniste 7,1%, odpowiednio p = 0,450, p = 0,162, p = 0,147, p = 0, 164,
test x? z korekta wartosci p metoda Bonferroniego). Obecnosé §luzu w kale
raportowano czesciej dla grupy ASD (30,4%) niz dla rodzenistwa (3,4%) i
kontroli (7,0%)(p = 0,008 i p = 0,007, test x? z korekta wartosci p metoda
Bonferroniego). Krew w kale wystepowala u 8, 7% dzieci z grupy ASD i nie
wystepowala u rodzeristwa i grupy kontrolnej (p = 0,040, test x?).

Spozywanie w pierwszym roku zycia produktéw zawierajacych gluten wy-
wolywalo zaburzenia przewodu pokarmowego istotnie czesciej u dzieci z grupy
ASD, niz w grupie kontrolnej (26,2% vs. 6,1%, p = 0,035, test x? z korekta,
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wartosci p metoda Bonferroniego), ale réznica wzgledem rodzenstwa, u kto-
rego problemy te raportowane byty dla 13,0%, nie byla istotna statystycznie
(p = 0,317, test x* z korekta wartoéci p metoda Bonferroniego).

Miesigc zycia dziecka, w ktorym wprowadzano sfermentowane produkty
mleczne okazal sie zmienna odrdzniajaca grupe dzieci z ASD od grupy kon-
trolnej (p = 0,017, test Kruskala-Wallisa z korekta wartosci p metoda Bon-
ferroniego) oraz neurotypowe rodzenstwo od grupy kontrolnej (p = 0,002,
test Kruskala-Wallisa z korekta wartosci p metoda Bonferroniego). Produkty
te u dzieci z ASD i w grupie neurotypowego rodzeristwa wprowadzano w 10
+ 1,5 miesiacu zycia, a w grupie kontrolnej wczesniej, bo w 8 & 1, 8 miesigcu
zycia.

Alergie na mleko krowie u dzieci, u ktérych wprowadzono je w pierwszym
roku zycia, a byto to 39, 7% wszystkich ankietowanych, raportowano istotnie
czesciej (p = 0,025, test x? z korekta wartosci p metoda Bonferroniego) w
grupie dzieci z ASD (31,0%) wzgledem neurotypowej kontroli (4,2%). Po-
dobnie, mleko krowie powodowato zaburzenia pracy przewodu pokarmowego
istotnie czesciej (p = 0,018, test x? z korekta wartosci p metoda Bonfer-
roniego) u dzieci z ASD (35,0%) wzgledem neurotypowej niespokrewnionej
grupy kontrolnej (4,5%).

Test globalny (x?) wykazal istotnosé¢ statystyczna miedzy trzema gru-
pami, p = 0,040 dla chetnego zjadania kaszek bezglutenowych i p = 0,044
dla chetnego spozywania ryb, sugerujac réznice miedzy badanymi grupami.
To moze sugerowaé, ze przynajmniej jedna z grup rézni sie od pozostatych.
Niemniej jednak, w celu lepszego zrozumienia, jakie grupy réznia sie miedzy
sobg, przeprowadzono analizy post hoc, réwniez testem x? z korekta warto-
$ci p metoda Bonferroniegio. Te szczegdlowe testy poréwnawcze nie wyka-
zaly jednak istotnych roznic miedzy poszczegolnymi parami grup (wszystkie
p > 0,05 po korekcie). Moze to oznaczaé, ze réznica wykryta w analizie
globalnej jest subtelna i nie jest widoczna w bezposrednich poréwnaniach
miedzy grupami, lub tez ze mamy do czynienia z btedem I rodzaju.

W przypadku wprowadzania gotowanych warzyw wynik globalny nie wy-
kazal istotnej réznicy miedzy grupami (p = 0,084, x?), jedno z poréwnan

parami w testach post hoc bylo istotne (ASD vs. kontrola, p = 0,022, x?
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po korekcie wartosci p metoda Bonferroniego). Moze to sugerowaé istotna
réznice miedzy dwiema konkretnymi grupami, ale efekt ten nie jest na tyle
silny, aby by¢ wykrytym w tescie globalnym. U wszystkich dzieci z ASD i
W grupie neurotypowego rodzenstwa w pierwszym roku zycia wprowadzono
gotowane warzywa, ale nie dla wszystkich dzieci w grupie kontrolnej (92,5%)
wprowadzono ten typ pokarmu. Ze wzgledu na ryzyko popetnienia btedu I

rodzaju wymaga to jednak ostroznej interpretacji.

4.2 Wyniki analizy mikrobiomu jelitowego

4.2.1 Rob6znorodnosé alfa

Roéznorodnosé mikrobiomu, analizowana za pomoca réznych wskaznikow
roznorodnosci alfa, roznita sie istotnie pomiedzy badanymi grupami, wyniki
przedstawiono na rysunku Aby zidentyfikowaé potencjalne istotne sta-
tystycznie réznice miedzy grupami, zastosowano test Kruskala-Wallisa, zi-
dentyfikowano istotne statystycznie réznice miedzy grupami we wskazniku
Entropia Shannona (p = 0,0399) oraz we wskazniku réwnocennosci Pielou
(p = 0,0006). Analiza wskaznika entropii Shannona, ktory uwzglednia za-
rowno liczbe réznych taksondéw, jak i ich réwnomierno$é, wykazata, ze mi-
krobiom grupy neurotypowego rodzenstwa byt bardziej ré6znorodny niz mi-
krobiom grupy kontrolnej oraz grupy dzieci z ASD (p = 0,035, test post hoc
Dunna, korekta wartosci p metoda Benjamini-Hochberga). To sugeruje, ze ro-
dzenistwo posiadato wieksza liczbe roznych taksonow lub/i byty one bardziej
rOwnomiernie roztozone w mikrobiomie, w poréwnaniu do grupy kontrolnej i
dzieci z ASD.

Podobnie, analiza wskaznika rownocennosci Pielou, ktory koncentruje sie
na roéwnomiernosci rozktadu taksonéw, wykazata istotne réznice miedzy grupa
dzieci z ASD a ich neurotypowym rodzenstwem, a takze miedzy grupa ro-
dzeristwa a grupa kontrolna (dla obu poréwnaii p = 8.13 x 107, test post hoc
Dunna, korekta wartosci p metoda Benjamini-Hochberga). Wyniki te wska-
zuja, ze taksony mikroorganizméw byty bardziej réwnomiernie roztozone w

mikrobiomie grupy rodzenstwa, w poréwnaniu do pozostatych grup.
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Rysunek 4.1: Rysunek przedstawia cztery panele dla kazdego z badanych
wskaznikow roznorodnoscei alfa miedzy trzema grupami (dzieci z ASD, ich
neurotypowe rodzenstwo i niespokrewniona neurotypowa grupa kontrolna).
Wykorzystano test Kruskala-Wallisa, aby sprawdzié, czy istnieja statystycz-
nie istotne réznice miedzy grupami i na panelach podano wartosci p dla
tych testow. Stwierdzono, ze wskaznik Shannona oraz wskaznik rownocenno-
sci Pielou wykazuja istotne statystycznie réznice (odpowiednio p = 0,0399
i p = 0,0006). Aby zidentyfikowac, miedzy ktorymi grupami wystepuja te
istotne réznice, wykonano test post hoc Dunna z korekta wartosci p metoda
Benjamini-Hochberga (grupy, miedzy ktorymi zachodza istotne statystycz-
nie réznice zaznaczono symbolem *). Grupa rodzeristwa ma $rednio wyzszy
wskaznik Shannona zaréwno od dzieci z ASD, jak i grupy kontrolnej (korygo-
wana wartos¢ p = 0,035 dla obu poréwnan). Podobne zaleznosci zachodza we
wskazniku réwnocennosci Pielou (korygowane wartosci w obu przypadkach

— 8,13 x 1074).
p ) %6
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Rysunek 4.2: Analiza gtéwnych wspolrzednych (PCoA) réznorodnosci beta

dla trzech badanych grup: dzieci z ASD, ich neurotypowego rodzenstwa oraz

niespokrewnionej neurotypowej grupy kontrolnej. Wszystkie cztery indeksy

wskazujg na statystycznie istotne réznice miedzy grupami (testowano za po-
mocg PERMANOVA z 9999 permutacjami): Indeks Jaccarda p<0, 0001, In-
deks Bray-Curtisa p<0, 0001, Unweighted UniFrac p<0,0001, Weighted Uni-

Frac p = 0,0002.
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Analizy réznorodnosci beta, ktore oceniajg réznice w sktadzie mikrobiomu
miedzy grupami, zostaly przeprowadzone za pomoca wskaznikéw Jaccarda,
Bray-Curtisa oraz Unweighted i Weighted UniFrac. Wyniki przedstawione sg
na wykresach PCoA, ktére pokazuja réznice w sktadzie mikrobiomu miedzy
poszczegbdlnymi grupami na podstawie wybranych wskaznikoéw réznorodnosci
beta, wykresy przedstawiono na rysunku [4.2]

Testy PERMANOVA przeprowadzone z liczba permutacji réwna 9999
pokazaly, ze wszystkie grupy réznia sie od siebie pod wzgledem sktadu mi-
krobiomu we wszystkich zastosowanych wskaznikach réznorodnosci beta.

Dla wskaznika Jaccarda, ktory uwzglednia jedynie obecno$é lub nieobec-
nos¢ taksonow, wyniki pokazuja istotne réznice miedzy grupami (p < 0,0001).
Podobnie, wyniki dla wskaznika Bray-Curtis, ktéry uwzglednia rowniez obfi-
tosé taksonow, pokazaly istotne roznice miedzy badanymi grupami (p<0, 0001).

Dodatkowo, wyniki dla wskaznikéw Unweighted UniFrac (p<0,0001), ktory
zwraca uwage na obecnos$é lub brak danego taksonu (tu ASV) w analizowa-
nych probkach i bierze pod uwage filogenetyczne podobienistwo miedzy réz-
nymi mikroorganizmmami w poréwnywanych mikrobiomach, ale nie uwzgled-
nia wzglednej obfitosci tych taksonow, oraz Weighted UniFrac (p = 0,0002),
ktory uwzglednia filogenetyczne podobienstwo, oraz wzgledne obfitosci takso-
néw, rowniez pokazaly istotne roznice miedzy grupami, co sugeruje, ze roznice
w sktadzie mikrobiomu miedzy grupami odzwierciedlaja réwniez réznice w

relacjach filogenetycznych miedzy obecnymi mikroorganizmami.

4.2.3 Analiza réznic w obfitosci

W literaturze czesto pojawia sie poréwnanie stosunku obfitosci Firmicu-
tes i Bacteroidetes, w zwiazku z tym, zdecydowano sie wykonaé¢ poréwnanie
na poziome taksonomicznym typu (phylum). Wyniki tego poréwnania zapre-
zentowano na rysunku . Roznice, ktore nie byly istotne statystycznie (p <
0,05) zrownano do logarytmicznej roznicy zero. Firmicutes sa 1, 88 razy bar-
dziej obfite w grupie neurotypowego rodzenstwa niz wéréd grupy kontrolne;j.
Bacteroidetes sa 3,03 razy mniej obfite u neurotypowego rodzenstwa, niz w

grupie dzieci z ASD oraz 4, 22 razy mniej obfite w poréwnaniu do niespokrew-
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nionej grupy kontrolnej dzieci neurotypowych. Actinobacteria sa 2,46 razy
bardziej obfite u neurotypowego rodzenstwa, niz w grupie kontrolnej. Metoda
poréwnania obfitogci zastosowana w niniejszym badaniu (ANCOM-BC2) nie
wykazuje wystarczajacej precyzji w estymacji korekty bledu systematycznego
na wysokim poziomie taksonomicznym, dlatego przede wszystkim wykonano
poréwnanie na poziomie rodzaju (genus) miedzy trzema parami grup, dzieci
z ASD — grupa kontrolna, neurotypowe rodzenstwo — grupa kontrolna, neu-

rotypowe rodzenstwo — dzieci z ASD, wyniki przedstawiono na rysunku

L HL N LRl Il JLIK [ 1] COlib L COL RN bt I WL b B b ({11 el "
A 7 I I ' I'IIII It I IHHA it “l I Bl Firmicutes
Bacteroidetes
Actinobacteria
Il Proteobacteria
I Verrucomicrobia
Tenericutes
Cyanobacteria
Il Euryarchaeota
W Fusobacteria
Lentisphaerae
Synergistetes
Saccharibacteria
I Nitrospirae
| Spirochaetae
Rodzenstwo Kontrola
0.00 0.00 - Actinobacteria
0.00 -1.44 -1.11 - Bacteroidetes
ASD vs. Kontrola Rodzenstwo vs. Kontrola Rodzenstwo vs. ASD

Rysunek 4.3: Analiza poréwnawcza struktury i dominujacych taksonéw mi-
krobiomu w trzech grupach: dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu,
neurotypowego rodzenstwa i grupy kontrolnej. (A) Taksonomia na poziomie
typu (phylum). Kazdy stupek na wykresie reprezentuje udziat danego typu w
mikrobiocie kazdego uczestnika. (B) Poréwnanie trzech najbardziej dominu-
jacych typow bakterii miedzy badanymi grupami, ktére jednocze$nie réznia
sie istotnie obfitoscig na poziomie typu, Firmicutes, Bacteroidetes oraz Ac-
tinobacteria. R6znice w obfitosci zidentyfikowano za pomoca ANCOM-BC2.
Zilustrowane zmiany w obfitosci tych taksonow (wyrazone jako logarytm na-
turalny ze zmiany (log fold change), pozwalaja na ocene roznic w dystrybucji
tych typow bakterii miedzy grupami. R6znice nieistotne statystycznie zostaly

WyTazone przez zero.
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Na rysunku [4.4] przedstawiono 53 taksony bakteryjne, ktorych réznice w
obfitosci przynajmniej miedzy jedna para grup sa istotne statystycznie. Te
taksony, ktore nie wykazaly istotnych réznic miedzy poréwnywanymi gru-
pami, zostaly znormalizowane do logarytmicznej réznicy rownej zero (lo-
garytm naturalny). Analize r6znicowa zliczen przeprowadzono za pomoca
ANCOM-BC2 [I78], na podstawie zrekonstruowanej tablicy obfitosci przygo-
towanej za pomoca wtyczki Sidle [I176] w Qiime2, wykorzystujacego metode
SMURF [I77]. Nie wszystkie taksony bakteryjne udalo si¢ zidentyfikowac
jednoznacznie do poziomu rodzaju (genus). W przypadku niejednoznacznosci
identyfikacji podano najnizszy poziom klasyfikacji, ktory byt jednoznaczny,
oznaczony symbolem *. Gdy identyfikacja na poziomie rodzaju nie byta moz-
liwa, wykazano pierwszy dostepny poziom taksonomiczny, gdzie klasyfikacja
byta dostepna. Ponizej opisano bardziej szczegétowo te taksony, ktorych roz-
nice miedzy grupa dzieci z ASD a kontrolng sa nie mniej niz 2-krotne.

Rodzina Lachnospiraceae™ to bakterie, ktore sa czesciag normalnej mikro-
flory jelitowej cztowieka i sa producentami kwasu mastowego [222] 223], a
takze wykazano ich udzial w rozwoju cukrzycy u genetycznie podatnych na
otytos¢ myszy wolnych od mikroorganizmow [224]. Ta rodzina jest 11, 89 razy
bardziej obfita u 0séb z autyzmem w poréwnaniu do grupy kontrolnej, 4,24
razy bardziej obfita w grupie neurotypowego rodzeristwa wzgledem kontroli
oraz 2,78 razy mniej obfita u rodzenstwa wzgledem osob ze spektrum auty-
ZImu.

Gelria to rodzaj bakterii, ktore potrafig rozktadac¢ glutaminian [225]. Jest
5,44 razy bardziej obfity u 0s6b z ASD w poréwnaniu do grupy kontrolnej,
wystepuje 6,67 razy mniej obficie u neurotypowego rodzenstwa w poréwna-
niu do kontroli, a takze 33,33 razy mniej u neurotypowego rodzenstwa w
porownaniu do oséb ze spektrum autyzmu.

Desulfovibrio jest to rodzaj bakterii siarkowych, ktore produkuja czyn-
niki wirulencji takie jak siarkowodor (HsS) oraz LPS (lipopolisacharyd). HoS
jest znany z korodowania réznych metali, moze mie¢ mozliwosé reakcji z me-
talami, takimi jak zZelazo, rte¢, molibden, itp. w jelitach [89]. Desulfovibrio
izolowany byt w przypadku powaznych infekcji, takich jak bakteriemia [89].

Powiazany z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego [226]. Jest 5,22 razy
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bardziej obficie obecny u os6b z ASD w poréwnaniu do grupy kontrolnej,
10,43 razy bardziej obficie wystepuje u neurotypowego rodzeristwa w po-
rownaniu do kontroli, a takze w obfitosci 2-krotnie wiekszej u rodzenstwa w
poréwnaniu do os6b ze spektrum autyzmu.

Tyzzerella.3 to rodzaj bakterii, ktory nalezy do rodziny Lachnospiraceae.
Obecnosé tych bakterii jest 3,62 razy wieksza u osob z ASD w poréwnaniu
do grupy kontrolnej, 4,74 razy wicksza u neurotypowego rodzenstwa w po-
rownaniu do kontroli oraz 1, 31 razy wicksza u rodzenstwa w poréwnaniu do
0s6b ze spektrum autyzmu.

Clostridium sensu stricto 1 sa jednym z waznych beztlenowcow w ludz-
kim przewodzie pokarmowym [227), 228|. Moga metabolizowa¢ rozne zwiazki,
takie jak weglowodany, aminokwasy, alkohole i puryny [229, 230]. Kwas ma-
stowy jest produktem fermentacji specyficznym dla bakterii z tego rodzaju
[231]. Rozne stezenia kwasu octowego, kwasu mlekowego i/lub etanolu, pro-
panolu lub butanolu sa réwniez tworzone jako produkty fermentacji [231].
Jest 3,59 razy bardziej obfity u os6b z ASD w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej, 7,51 razy bardziej obficie wystepujacy u neurotypowego rodzeristwa
w poréwnaniu do kontroli oraz 2,10 razy bardziej obficie wystepujacy u ro-
dzenstwa w poréwnaniu do oséb ze spektrum autyzmu.

Kolejna grupa taksonomiczna jednoznacznie zidentyfikowana do poziomu
rodziny Lachnospiraceae. Jest obecna 2, 98 razy bardziej obficie u oséb z ASD
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, 1,22 razy bardziej obficie u neurotypo-
wego rodzenstwa w poréwnaniu do kontroli oraz 2,45 razy mniej obficie u
rodzenistwa w poréwnaniu do oséb ze spektrum autyzmu.

Rodzaj Ruminococcaceae UCG-014 z typu Firmicutes jest rozpoznawany
jako producent krotkotancuchowych kwasow thuszezowych, ktéry naturalnie
zasiedla jelito Slepe i okreznice [232], 233] 234]. Czlonkowie rodziny Rumino-
coccaceae sa wyposazeni w geny kodujace endo-1,4-beta-ksylanazy i celulazy,
ktore sa odpowiedzialne za rozklad réznych sktadnikow celulozy i hemicelu-
lozy z materiatu roslinnego [235], 234]. Jest 2,86 razy bardziej obficie obecny
u os6b z ASD w poréwnaniu do grupy kontrolnej, 1,69 razy mniej obficie
wystepujacy u neurotypowego rodzenstwa w poréwnaniu do kontroli, a takze

4,83 razy mniej obficie wystepujacy u neurotypowego rodzeristwa w porow-
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naniu do os6b ze spektrum autyzmu.

Grupa taksonomiczna jednoznacznie zidentyfikowana do poziomu rodziny
Clostridiales: obfitos¢ tych bakterii jest 2, 78 razy wieksza u oséb z autyzmem
w poroéwnaniu do grupy kontrolnej, 2,82 razy wieksza u neurotypowego ro-
dzenstwa w poréwnaniu do kontroli oraz 1,02 razy wieksza u rodzenistwa w
porownaniu do oséb ze spektrum autyzmu.

Rodzaj FEubacterium (Eubacterium..brachy.group) to bakterie $cisle bez-
tlenowe, sacharolityczne lub niesacharolityczne [227, 228, 236]. Zazwyczaj
wytwarzaja mieszaniny kwasoéw organicznych z weglowodanow, czesto zawie-
rajace duze ilosci kwasu mastowego, octowego lub mrowkowego [227], 228|
2306]. 2,64 razy bardziej obfite u oséb z ASD w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej, 1, 18 razy bardziej obfite u neurotypowego rodzenstwa w poroéwnaniu
do kontroli oraz 2,24 razy mniej obfite u rodzenistwa w poréwnaniu do oséb
ze spektrum autyzmu.

Czlonkowie rodzaju Terrisporobacter sa Scistymi fermentujacymi beztle-
nowcami [227, 228 237]. Octan jest glownym produktem ich metabolizmu
[237, 238, 239]. Obfitos¢ wieksza 2,31 raza u os6b z ASD w poréwnaniu do
grupy kontrolnej, 3,13 razy wieksza u neurotypowego rodzeristwa w porow-
naniu do kontroli oraz 1, 35 raza wieksza u rodzenstwa w poréwnaniu do os6b
ze spektrum autyzmu.

Bakterie z rodzaju Butyricicoccus sa znane z produkcji kwasu mastowego,
ktory ma liczne korzystne efekty na zdrowie cztowieka, w tym poprawe funkcji
jelit 1 odpornosei [240]. Niski poziom Butyricicoccus jest zwiazane z dysfunk-
cjami w potaczeniach Scistych (ang. tight junctions) i chorobami zapalnymi
jelit [240], 247], 242]. Obfitosé¢ tych bakterii jest 2,28 razy wieksza u osob z
ASD w poréwnaniu do grupy kontrolnej, 3,27 razy wieksza u neurotypowego
rodzenstwa w poréwnaniu do kontroli oraz 1,44 razy wieksza u rodzenstwa
w poréwnaniu do 0so6b ze spektrum autyzmu.

Raportowano, ze obecnos¢ Ruminococcaceae UCG 013 w organizmie my-
szy przyczynia sie do ochrony przed rozwojem otytosci [243]. Obfitosé tego
rodzaju bakterii jest 2, 22 razy wicksza u osob z ASD w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, 2,59 razy wicksza u neurotypowego rodzenstwa w poréwnaniu do

kontroli oraz 1,17 razy wieksza u rodzenstwa w poréwnaniu do oséb ze spek-
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trum autyzmu.

Istnieja doniesienia w literaturze, ze obfitos¢ Adlercreutzia pozytywnie ko-
reluje z BMI (indeksem masy ciata) oraz stanem zapalnym u osob z otyloscia
i bolem plecow [244]. Wiadomo, ze Adlercreutzia odgrywa role w rozktadzie
izoflawonow, ktore pelniag funkcje fitoestrogenéw i pochodza gtéwnie z diety
bogatej w soje [244]. Jej obfitos¢ jest 2,19 razy wieksza u os6b z ASD w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, 1,47 razy mniejsza u neurotypowego ro-
dzenistwa w porownaniu do kontroli oraz 3,23 razy mniejsza u rodzenstwa w

poréwnaniu do os6b ze spektrum autyzmu.

7 kolei rodzajem, ktorego obfito$¢ jest najmniejsza w grupie ASD wzgle-
dem grupy kontrolnej jest Faecalitalea, bakterie ktore wystepuja 430, 85 razy
mniej obficie u 0s6b z ASD w poréwnaniu do grupy kontrolnej, 50,56 razy
mniej obficie u neurotypowego rodzenistwa w poréwnaniu do kontroli, a takze
8,52 razy bardziej obficie u rodzeristwa w poréwnaniu do oséb ze spektrum
autyzmu. Bakterie z rodzaju Faecalitalea, nalezace do typu Firmicutes, maja
zdolno$¢ do fermentacji réznych cukréow, w tym d-glukozy, sacharozy, d-
mannozy i rafinozy [245, 246 247]. Jednym z kluczowych produktow tego
procesu metabolicznego jest kwas mastowy. Kwas mastowy jest zwiazkiem,
ktory jest w stanie stymulowaé¢ wydzielanie insuliny po positku, a tym samym

poprawi¢ odpowiedz organizmu na insuline u 0séb z cukrzyca [247].

Parabacteroides maja Scisty zwiazek ze zdrowiem gospodarza, np. zespo-
tem metabolicznym, zapalna choroba jelit i otyloscia [248|. Parabacteroides
maja zdolno$é¢ do przetwarzania weglowodanéw i wytwarzania krotkotaricu-
chowych kwasow ttuszczowych [248]. Ten rodzaj wystepuje 1,85 razy mniej
obficie u 0s6b z ASD w poréwnaniu do grupy kontrolnej, 7,13 razy mniej
obficie u neurotypowego rodzenstwa w poréwnaniu do kontroli, a takze 3,85

razy mniej obficie u rodzeristwa w poréwnaniu do oséb ze spektrum autyzmu.

Odoribacter to rodzaj bakterii, ktére sa producentem kwasu mastowego
[249]. Odoribacter wystepuje 1,84 razy mniej obficie u 0s6b z ASD w porow-
naniu do grupy kontrolnej, 6,39 razy mniej obficie u neurotypowego rodzen-
stwa w poréwnaniu do kontroli, a takze 3,5 razy mniej obficie u rodzeristwa

w poréwnaniu do osoéb ze spektrum autyzmu.
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Butyricimonas - 0.00 -2.07 -1.97
Flavonifractor - 0.00 -0.91 -0.97
Alistipes - 0.00 -1.57 -1.58
Ruminococcaceae (Rodzina) - -0.24 -0.41 -0.18
Turicibacter - -0.26 0.49 0.76 -4
Peptococcus - -0.28 0.00 0.28
Bacteroides - -0.34 -1.89 -1.55
Subdoligranulum - -0.37 0.26 0.63
Subdoligranulum - -0.38 -0.88 -0.50
Faecalibacterium - -0.46 -0.13 0.33
Ruminococcus.1 - -0.51 -0.91 -0.40 -5
Staphylococcus - -0.54 0.07 0.61
Bacteria (Domena*) - -0.56 0.00 0.56
Eubacterium..xylanophilum.group - -0.59 -0.47 0.00
Odoribacter - -0.61 -1.86 -1.24
Parabacteroides - -0.62 -1.96 =131

ASD vs. Kontrola  Rodzenstwo vs. Kontrola Rodzenstwo vs. ASD

Rysunek 4.4: Analiza réznic w obfitosci taksonéw bakteryjnych miedzy gru-

pami — pelny rysunku opis ponizej.
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Rysunek 4.4: Poréwnanie istotnych statystycznie, nieczutych na dodanie
pseudo-counts, taksonéw na poziomie rodzaju (genus), rézniacych sie co naj-
mniej miedzy jedna para grup. Taksony, dla ktérych nie stwierdzono istotnych
roznic miedzy poréwnywanymi grupami, zostaly znormalizowane do logaryt-
micznej roznicy rownej zero (logarytm naturalny). Analize zliczeri przepro-
wadzono za pomocg metody ANCOM-BC2, na podstawie zliczen zrekon-
struowanych za pomoca wtyczki Qiime2, Sidle, wykorzystujacego metode
SMUREF. Dla taksonéw, gdzie identyfikacja na tym poziomie byta niejed-
noznaczna, podano najnizszy poziom klasyfikacji, ktory byt jednoznaczny,
zaznaczony *. W przypadkach, gdzie identyfikacja na poziomie rodzaju nie
byta mozliwa, wskazano pierwszy dostepny poziom taksonomiczny, gdzie kla-
syfikacja byta dostepna. Taksony jednoznacznie zidentyfikowane na poziomie
rodzaju sa bezposrednio podpisane na rysunku. Przyktadowo, dla taksonu
Lachnospiraceae (Rodzina*), podano klasyfikacje na poziomie Rodzina z po-
wodu niejednoznacznosci klasyfikacji na nizszych poziomach. Logarytmiczne
réznice wynoszg odpowiednio 2,48; 1,44; -1,03 dla par: ASD vs. Kontrola,
Rodzenstwo vs. Kontrola oraz Rodzenstwo vs. ASD. Wartos¢ logarytmicz-
nej roznicy 2,48 oznacza, ze w grupie ASD obfitos¢ rodziny Lachnospiraceae
jest srednio exp 2,48 ~ 12 razy wieksza niz w grupie kontrolnej. Tabela z

warto$ciami p znajduje sie w Dodatku.

4.3 Wryniki analizy krétkolancuchowych kwa-

sO6w tluszczowych

W ramach badania przeprowadzono szczegdtows analize krotkotancucho-
wych kwasow ttuszezowych (SCFA) za pomoca techniki wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej (HPLC). SCFA, w tym kwas octowy (C2), propionowy
(C3), mastowy (C4), walerianowy (C5) oraz izowalerianowy (C5i), kwasy
ttuszczowe bedace produktem metabolizmu bakterii jelitowych, odgrywaja
role w wielu procesach metabolicznych i immunologicznych. Oznaczono takze
stezenie kwasu mlekowego (C3), ktory jest kwasem karboksylowym obecnym

w stolcu, poddawanym metabolizmowi i jest prekursorem SCFA.
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Analiza SCFA moze dostarcza¢ informacji o stanie zdrowia i funkcjonowa-
niu organizmu. W tym kontekscie, naszym gltéwnym celem byto zidentyfiko-
wanie i kwantyfikacja tych kwasow w probkach. W pierwszej kolejnosci spraw-
dzono normalno$¢ rozktadu wynikéw stezenia badanych kwasoéw, wyrazonego
w pmol/g katu. W tym celu przeprowadzono test normalnosci Shapiro-Wilka.
Test przeprowadzono dla kazdego z kwasow, w kazdej z trzech grup: dzieci
z zaburzeniami ze spektrum autyzmu, ich neurotypowe rodzenstwo oraz nie-
spokrewniona grupa kontrolna. Otrzymane wartosci p byty mniejsze niz 0, 05,
co stanowi podstawe do odrzucenia hipotezy zerowej o normalnosci rozktadu
uzyskanych wynikow pomiarow. W zwiazku z tym, do poréwnan miedzy gru-
pami, zastosowano test Kruskala-Wallisa, test rangowy, nieparametryczny,
ktory nie wymaga normalnosci rozktadu danych i pozwala na sprawdzenie,
czy probki pochodza z tego samego rozktadu statystycznego. Przeprowadzono
rowniez korekte wartosci p, na wielokrotne testowanie, stosujac metode Bon-
ferroniego. Wyniki przedstawiono na rysunku Wyniki pomiaréw kwasow
utozono wedlug malejacej sredniej ich stezenia. Najwiecej zanotowano kwasu
octowego, a nastepnie kwasu mastowego, propionowego, walerianowego, izo-
walerianowego, a najmniej — kwasu mlekowego. Nie stwierdzono istotnych
roznic statystycznych w stezeniu zadnego z badanych kwaséw miedzy gru-

pami.
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Rysunek 4.5: Rysunek przedstawia szes¢ paneli z wykresami typu pudetko-
wasy, ktore ilustruja stezenie pieciu krotkotaricuchowych kwasow tluszezo-
wych (kwasu octowego, mastowego, propionowego, walerianowego i izowale-
rianowego) oraz kwasu mlekowego. Panele sa uporzadkowane wedlug male-
jacej Sredniej stezenia kwasow, wyrazonego w pmol/g katu. Stezenie krot-
kotanicuchowych kwaséw ttuszczowych zostato zmierzone metoda HPLC. Na
kazdym z paneli przedstawione sa trzy wykresy pudetko-wasy odpowiadajace
trzem grupom: dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu (ASD) w kolo-
rze niebieskim, ich neurotypowe rodzeristwo w kolorze pomararnczowym oraz
niespokrewniona neurotypowa grupa kontrolna w kolorze zielonym. Wysokosé
pudetka, rozstep miedzykwartylowy (IQR), pokazuje rozstep, w ktorym za-
wiera sie potowa danych. Pozioma linia wewnatrz pudetka to mediana (Q2)
stezenia kwasu, dolna granica pudetka to pierwszy (Q1), a gorna to trzeci
kwartyl (Q3), wasy wykreslone do najdalszych punktow, ktore sa nie dalej
niz 1, 5x IQ R od pudetka, wartosci odstajace zaznaczono czarnymi rombami.
Kwas octowy wykryty zostal w kale w najwyzszym stezeniu, kolejno sa to
kwas mastowy, propionowy, walerianowy, izowalerianowy, a na koricu kwas

mlekowy. Kontynuacja podpisu na nastepnej stronie.
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Rysunek 4.5: Przeprowadzone analizy statystyczne przy uzyciu testu
Kruskala-Wallisa, a nastepnie korekty Bonferroni, nie wykazaty istotnych réz-
nic miedzy badanymi grupami pod wzgledem stezenia kazdego z badanych
kwasow (kwas octowy, skorygowana wartos¢ p = 0, 446; kwas mastowy, skory-
gowana wartosé¢ p = 0,299; kwas propionowy, skorygowana wartosé¢ p = 1, 0;
kwas walerianowy, skorygowana warto$¢ p = 1,0; kwas izowalerianowy, sko-

rygowana wartos¢ p = 0,902; kwas mlekowy skorygowana wartosé¢ p = 1,0).

4.4 Wyniki analizy diety uczestnikéw

W analizie statystycznej, za pomoca testu Kruskala-Wallisa z korekta
FDR Benjamini-Hochberga, zidentyfikowano globalne réznice w spozywaniu
sktadnikow odzywczych miedzy grupami. Analizowane dane o zywieniu po-
chodza z 7-dniowych obserwacji dietetycznych, z ktérych wyekstrahowano
liczbowe wartos$ci poszczegdlnych sktadnikow odzywcezych zawartych w ra-
portowanych positkach. Nastepnie przeprowadzono analize post hoc metoda
Dunna, z korekta wartosci p metoda Holma-Bonferroniego, aby ustali¢, ktore
konkretne parametry réznity sie miedzy grupami.

Wyniki analizy post hoc pokazaly istotne statystycznie réznice miedzy
grupami dla nastepujacych parametréw, pogrubieniem zaznaczono grupe,
w ktorej estymowana warto$¢ parametru przyjetego z pozywieniem byta wiek-

sza:
1. Dla parametru "Wapn mg":
e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 2,2 x 1079)
2. Dla parametru " -karoten ug":
e Grupa Kontrolna i Rodzenistwo (p = 3,33 x 1073)
3. Dla parametru "Foliany ug":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 1,88 x 1072)

e Grupa Kontrolna i Rodzenistwo (p = 1,88 x 1072)
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4.

10.

11.

Dla parametru "C 4:0 g":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 1,0 x 1079)
e Dzieci z ASD i Rodzenstwo (p = 1,02 x 107%)

Dla parametru "C 6:0 g":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 3,0 x 1079)
e Dzieci z ASD i Rodzeristwo (p = 6,29 x 107%)

Dla parametru "C 8:0 g":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 6,53 x 107%)
e Dzieci z ASD i Rodzeristwo (p = 4,48 x 1072%)

Dla parametru "C 10:0 g":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 7,4 x 107°)
e Dzieci z ASD i Rodzeristwo (p = 3,49 x 1073)

Dla parametru "C 12:0 g":
e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 3,17 x 1073)

Dla parametru "C 14:0 g":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 5,31 x 107%)
e Dzieci z ASD i Rodzenstwo (p = 3,3 x 1073)

Dla parametru "C 15:0 g":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 2,71 x 1072)
e Dzieci z ASD i Rodzeristwo (p = 2,71 x 1072)

Dla parametru "C 17:0 g":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 9,38 x 1073)
e Dzieci z ASD i Rodzeristwo (p = 1,13 x 1072)
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12. Dla parametru "C 14:1 g":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 4,6 x 107)
e Dzieci z ASD i Rodzenstwo (p = 1,81 x 1073)

13. Dla parametru "C 17:1 g":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 2,63 x 1073)
e Dzieci z ASD i Rodzeristwo (p = 3,79 x 1072)

14. Dla parametru "Laktoza g":

e Grupa Kontrolna i Dzieci z ASD (p = 3,47 x 1078)
e Dzieci z ASD i Rodzeristwo (p = 3,89 x 1073)

Analize te obrazuje seria wykresow typu pudetko-wgsy dla 14 parame-
trow dietetycznych, ktore przedstawiaja te réznice miedzy grupami, dane za-
prezentowane na rysunku .8, Wykresy te pokazuja wyniki dla trzech grup:
dzieci z ASD (niebieski), ich neurotypowe rodzeristwo (pomarariczowy) oraz
neurotypowe dzieci niespokrewnione (zielony). Na wykresach zaraportowano
wartosci p globalne.

Dla zebranych informacji o diecie, obejmujacych 93 parametry i sktadniki
odzywcze, wykonano analize PCA, ktérej wyniki zestawiono na rysunku [4.6]
Zauwazono, ze wystepuja istotne réznice w réznorodnosci zywienia wsrod
rodzin z dzie¢mi neurotypowymi (rodzeristwo w grupie kontrolnej) a rodzi-
nami, w ktérych co najmniej jedno dziecko jest w spektrum autyzmu (dzieci
z ASD i ich neurotypowe rodzenistwo). W celu ilo§ciowego poréwnania roz-
norodnosci zywienia wykonano dodatkowa analize, ktorej wyniki zestawiono
na rysunku gdzie przedstawiono przemieszczenia miedzy punktami re-
prezentujacymi dzieci z tej samej rodziny (diagram PCA na panelu B dla
rodzenstwa wérod grupy kontrolnej i panel D dla rodzenstwa w grupie bada-
nej, czyli grupa ASD z neurotypowym rodzenistwem, na rysunku . Sred-
nia dlugos¢ wektora przemieszczenia wsrod rodzenstwa badanego wynosita
6506, 44 jednostek arbitralnych, a w grupie rodzenstwa kontrolnego 3301, 06.

Sprawdzono, ze réznice w rozktadach dlugosci sa istotne statystycznie (test
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Manna-Whitneya, p = 0,004). Ten wynik wskazuje, ze réznorodnosé przyj-
mowanych z pozywieniem sktadnikoéw odzywczych u rodzenstwa w rodzinach

z ASD jest wieksza niz w rodzinach, gdzie wszystkie dzieci sa neurotypowe.
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Rysunek 4.6: Analiza PCA przedstawiajaca zaleznosci dietetyczne trzech
grup: dzieci z ASD (niebieski), ich neurotypowego rodzenstwa (pomarari-
czowy) oraz neurotypowych dzieci niespokrewnionych (zielony). Uczestnikow
badania, ktorzy nie posiadali rodzenstwa bioracego udzial w badaniu, ozna-
czono sg na wykresie punktami bedacymi okregami (o). Natomiast ci, ktorzy
maja rodzenstwo uczestniczace w badaniu, zaznaczeni sa punktami bedacymi
kotami (e). O$ X to pierwsza skltadowa (PC1), wraz z wyjasniana wariancja,
a o8 Y to druga sktadowa (PC2), wraz z wyjasniana wariancja. Panel A
przedstawia wyniki analizy PCA, opartej na siedmiodniowych danych die-
tetycznych zebranych przy uzyciu programu DietetykPro. Nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupami pod wzgledem pierwszej
sktadowej gltownej (test testu Kruskala-Wallisa p = 0,2 i test PERMANOVA
p = 0,3). Czarnymi liniami potaczono punkty odpowiadajace dzieciom z jed-
nej rodziny, na panelu B dzieci z grupy kontrolenj, a na panelu D dzieci z
ASD z ich neurotypowym rodzeriwstwem. Na panelu C analiza PCA z za-

znaczonymi otoczkami wypuktymi ihll(s)t2rujqcymi zasieg kazdej grupy.
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Rysunek 4.7: Rysunek ilustruje przemieszczenie miedzy punktami reprezen-
tujacymi dzieci z tej samej rodziny na diagramie PCA (zaprezentowanym na
rysunku . Na gornym lewym panelu, czarne wektory oznaczaja odlegtosci
miedzy punktami przedstawiajacymi dzieci z ASD i ich neurotypowe rodzen-
stwo. Na goérnym prawym panelu, wektory zielone reprezentuja odlegtosci
miedzy punktami oznaczajacymi rodzenstwo z grupy kontrolnej. Dolna czesé
rysunku pokazuje histogramy dtugosci tych wektoréw: czarny dla rodzeristwa
badanego (panel po lewej) i zielony dla rodzeristwa kontrolnego (panel po pra-
wej). Dhugoéé wektoréow wyrazona jest w jednostkach arbitralnych. Srednig
dhugosé wektora zaznaczono czerwong przerywang linig i Srednie te r6znia sie
miedzy wyrdznionymi grupami (test Manna-Whitneya, p = 0,004), co suge-
ruje, ze réznorodno$é przyjmowanych z pozywieniem sktadnikéw odzywcezych
u rodzenstwa w rodzinach z ASD jest wieksza niz w rodzinach, gdzie wszyst-

kie dzieci sa neurotypowe. 103
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Rysunek 4.8: Seria wykresow typu pudetko-wasy dla 14 parametréow diete-
tycznych, w ktorych istotne statystycznie roznice miedzy grupami zostaly
zidentyfikowane w tescie Kruskala-Wallisa, z globalnymi wartosciami p sko-
rygowanymi metoda FDR Benjamini-Hochberga. Kontynuacja na nastepnej

stronze.
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Rysunek 4.8: Na kazdym panelu pokazane sa wyniki dla trzech grup: dzieci z
ASD (niebieski), ich neurotypowe rodzeiistwo (pomaraniczowy) i neurotypowe
dzieci niespokrewnione (zielony). Dane prezentowane na wykresach pocho-
dza z 7-dniowych obserwacji dietetycznych, z ktérych, przy uzyciu programu
DietetykPro, wyekstrahowano liczbowe wartosci poszczegolnych sktadnikow
odzywczych zawartych w raportowanych positkach. Na kazdym z wykresow,
0% Y jest oznaczona odpowiednia jednostka pomiarowa, zgodnie z przedsta-

wiang na danym wykresie zmienng.

4.5 Wyniki analizy dolegliwosci ze strony uktadu

pokarmowego

4.5.0.1 Wyproéznienia, bdl brzucha, gazy, wzdecia

W wyniku 14-dniowej obserwacji i analizy czterech aspektow: wyproz-
nienia, bolu brzucha, gazu oraz wzde¢, zidentyfikowano istotne statystycznie
roznice pomiedzy grupa dzieci z ASD, ich neurotypowym rodzenstwem oraz
niespokrewniong neurotypowsa grupa kontrolng. Na podstawie dokladnego
testu Fishera, stwierdzono, ze wystepowanie gazéw oraz wzdeé roznito sie
istotnie miedzy grupami (p = 6,0 x 107¢ dla gazéw i p = 0,011 dla wzdec).
Pozostate cechy, czyli liczba dni z wypréznieniami i liczba dni z bélem brzu-
cha nie byly istotnie r6zne miedzy tymi trzema grupami.

W wyniku analizy post hoc, przeprowadzonej z zastosowaniem doktad-
nego testu Fishera, istotne réznice zaobserwowano miedzy dzieé¢mi z ASD a
grupa kontrolna, gdzie $rednia liczba dni z gazami u dzieci z ASD wynosita
27%, a w grupy kontrolnej 16% (p = 1,023 x 107°) oraz miedzy neuroty-
powym rodzenstwem, gdzie $rednia liczba dni z gazami wynosita 28% a w
grupie kontrolnej wspomniane 16% (p = 1,81 x 10~*). Dodatkowo, w odnie-
sieniu do wzdeé, zaobserwowano istotne réznice miedzy grupa dzieci z ASD
a grupa kontrolng (p = 0,016), dzieci z ASD mialy srednia liczbe dni z wzde-
ciem wynoszacg 9%, a dzieci z grupy kontrolnej 5%. Wszystkie wartosci p

zostaly skorygowane metoda Bonferroniego, aby uwzgledni¢ problem wielo-
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krotnych testowan. Szczegotowe wyniki sa przedstawione na rysunku [£.9) Na
wykresie przedstawiono procentowe podsumowanie zliczenn badanego para-
metru dla kazdego uczestnika badania, sumowane w grupach, w ciggu 14 dni

obserwacji.

Wyproéznienie

ASD Hl Tak

Rodzenstwo 0 Nie

Kontrola

Bél brzucha

ASD

Rodzenstwo

Kontrola

Gazy

ASD

Rodzenstwo
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Rysunek 4.9: Na 4 panelach zaprezentowano podsumowanie analizy dole-
gliwodci ze strony uktadu pokarmowego: wypréznienie, bol brzucha, gazy i
wzdecia. Istnieja statystycznie istotne réznice miedzy grupami dzieci z ASD,
ich neurotypowym rodzenstwem i niespokrewniona kontrola neurotypowa, w
odniesieniu do wystepowania gazow oraz wzdeé (p = 6,0 x 107% i p = 0,011,
odpowiednio, doktadny test Fishera). Konkretnie, wystepuja istotne roznice
miedzy dzie¢mi ASD a grupa kontrolng (p = 1,023 x 1077, dokladny test
Fishera, warto$¢ p korygowana metoda Bonferroniego) oraz neurotypowym
rodzenstwem a grupa kontrolng (p = 1,81 x 10~%, dokladny test Fishera,
warto$¢ p korygowana metoda Bonferroniego) w odniesieniu do gazow. W
odniesieniu do wzde¢ istnieje réznica miedzy grupa dzieci z ASD a grupa
kontrolng (p = 0,016, doktadny test Fishera, warto$¢ p korygowana metoda

Bonferroniego).
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4.5.0.2 Wyproéznienia i skala uformowania stolca

Podczas przeprowadzania badania wykorzystano Bristolska Skale Uformo-
wania Stolca do monitorowania i klasyfikacji konsystencji stolca u badanych
dzieci. Wyniki wykazaly istotne réznice miedzy grupami w zakresie czestosci
wystepowania poszczegolnych typow stolca, jak rowniez dni bez wyproznien
(p = 3,5 x 107°, dokladny test Fishera), co wskazuje na réznice w funkcjo-

nowaniu uktadu pokarmowego badanych dzieci.

Zarowno dzieci z ASD, jak i ich neurotypowe rodzenstwo wykazywaty
odmienne wzorce wypréznien w stosunku do neurotypowej niespokrewnionej
grupy kontrolnej (p = 1,7 x 1074, p = 4,15 x 1073, odpowiednio, dokladny
test Fishera, wartos¢ p skorygowana metoda Bonferroniego). Niemniej jed-
nak, dzieci z ASD nie wykazywaly istotnych réznic w poréwnaniu z ich neu-
rotypowym rodzenistwem (p = 0, 26, doktadny test Fishera, wartos¢ p skory-

gowana metoda Bonferroniego).

Grupa dzieci z ASD w trakcie 14 dni obserwacji srednio nie miata wy-
proznienia przez 18% dni obserwacji, typ 1 stanowil w tej grupie 5%, typ 2
— 11%, typ 3 — 21%, typ 4 — 33%, typ 5 — 7%, typ 6 5%, a typ 7 — 0, 7%.
Neurotypowe rodzenstwo dzieci z ASD miato nastepujacy udziat poszczegdl-
nych typow stolca: dni bez wypréznienia stanowity 16%, typ 1 — 4%, typ
2 — 17%, typ 3 — 20%, typ 4 — 34%, typ 5 — 7%, typ 6 — 2,8%, a typ 7 —
0%. Niespokrewnione dzieci neurotypowe z kolei $rednio charakteryzowaly
sie nastepujacym wzorcem: dni bez wypréznienia — 14%, typ 1 — 3%, typ 2 —
10%, typ 3 — 28%, typ 4 — 39%, typ 5 — 2,6%, typ 6 — 2,1%, a typ 7 — 0, 2%.

Podsumowanie tych wynikow zaprezentowano na rysunku [4.10] ktory
przedstawia procentowe podsumowanie zliczen kazdego z siedmiu typow stolca
wedlug Bristolskiej Skali Uformowania Stolca, a takze dni bez wypréznien dla

kazdego uczestnika badania, sumowane w grupach, w ciaggu 14 dni obserwacji.
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Rysunek 4.10: Procentowy udziat typow stolca wedtug bristolskiej skali ufor-
mowania stolca oraz udzial dni bez wypréznienn przez okres 14 dni, w trzech
grupach. Typ 1 to stolec bardzo twardy, trudny do wydalenia, a typ 7 to
stolec catkowicie ptynny. Typy 3, 4 i 5 uznawane sa za prawidlowe stolce.
Grupy roznia sie pod wzgledem procentowego udziatu poszczegélnych typow
stolca (doktadny test Fishera, p = 3,5 x 107°). Zaréwno dzieci ASD jak ich
neurotypowe rodzeristwo réznia si¢ od neurotypowej niespokrewnionej grupy
kontrolnej (p = 1,7 x 1074, p = 4,15 x 1073, odpowiednio, dokladny test
Fishera, warto$¢ p korygowana metoda Bonferroniego), ale dzieci z ASD nie
roznig sie od neurotypowego rodzenstwa (p = 0,26, doktadny test Fishera,

wartos¢ p korygowana metoda Bonferroniego).

4.5.0.3 Wyproznienia i kolor stolca

Oprocz ksztaltu stolca, zwrocono réwniez uwage na jego kolor, ktory jest
jednym z waznych wskaznikow stanu zdrowia uktadu pokarmowego. Zgod-
nie ze wskazaniami literaturowymi, kolor stolca moze wskazywaé¢ na roézne
stany zdrowotne, poczawszy od normalnego metabolizmu bilirubiny i zo6tci,
a skonczywszy na powaznych stanach patologicznych [218].

W tym badaniu, zastosowano analize ilosciowa (zliczenia) kazdego z sze-
Sciu koloréow stolca: brazowego, zielonego, czarnego, szarego, czerwonego, i
z6ttego oraz dni bez wyprédznien. Te dane byly zbierane i analizowane w
ciggu 14 dni obserwacji dla kazdej z grup: dzieci z ASD, ich neurotypowego
rodzenstwa oraz grupy kontrolnej sktadajacej sie z neurotypowych dzieci nie-
spokrewnionych.

Podobnie jak w analizie uformowania stolca, zastosowano doktadny test
Fishera na zliczeniach wystapien stolca w danym kolorze, aby ustali¢, czy

wystepuja znaczace roéznice miedzy badanymi grupami. Wyniki wskazaly, ze
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grupy roéznia sie pod wzgledem procentowego udziatu poszczegolnych kolorow
stolca (p = 1,0x 107%, doktadny test Fishera). W szczegolnosci, dzieci z ASD
wykazywaly istotne roznice zaréwno od swojego neurotypowego rodzenstwa,
jak i od niespokrewnionej neurotypowej kontroli (p = 3,0 x 107¢ p = 6,0 x
107, odpowiednio, dokladny test Fishera, wartos¢ p skorygowana metoda
Bonferroniego). Neurotypowe rodzenstwo nie wykazywalo istotnych réznic w
poréwnaniu z grupa kontrolna (p = 0,3, dokladny test Fishera, wartos¢ p

skorygowana metoda Bonferroniego).

ASD 12% IV//ié%V//
S
oo ys
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////
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// d
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Rysunek 4.11: Procentowy udzial koloréw stolca oraz udzial dni bez wy-
proznien przez okres 14 dni, w trzech grupach. Kolory na wykresie odpo-
wiadaja kolorom stolca: bragzowy, zielony, czarny, szary i czerwony, zakresko-
wane pole odpowiada dniom bez wypréznien. Grupy réznig sie pod wzgledem
procentowego udziatu poszczegolnych typow stolca (doktadny test Fishera,
p=1,0x 107%). Dzieci ASD r6znia si¢ zaréwno od neurotypowego rodzen-
stwa, jaki i od niespokrewnionej neurotypowej kontroli (p = 3,0 x 107¢,
p = 6,0 x 1075, odpowiednio, dokladny test Fishera, wartosé¢ p korygowana,
metodg Bonferroniego). Z kolei neurotypowe rodzernstwo nie r6zni sie od kon-
troli (p = 0, 3, doktadny test Fishera, wartosé¢ p korygowana metoda Bonfer-

roniego).

Podsumowanie tych wynikéw, wraz z procentowym podziatem dla kaz-
dego z szesciu koloréw stolca oraz dni bez wyproznieni, zostato przedstawione
na rysunku Grupa dzieci z ASD: brazowy: 66%, zielony: 3%, czarny:
1%, zotty: 12%, szary: 0%, czerwony: 0%, brak wyproznienia: 18%. Grupa
neurotypowego rodzenistwa: brazowy: 78%, zielony: 0%, czarny: 1%, zotty:
5%, szary: 0%, czerwony: 0%, brak wyproznienia: 16%. Grupa kontrolna:
brazowy: 80%, zielony: 0%, czarny: 0%, zotty: 4%, szary: 0%, czerwony: 1%,

brak wyproznienia: 14%. Ta wizualizacja dostarcza iloSciowego podsumowa-
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nia obserwacji, ilustrujac réznice w rozktadzie kolorow stolca miedzy réznymi

grupami badanych dzieci.

4.5.0.4 Wskaznik dolegliwosci jelitowych

Wskaznik dolegliwosci jelitowych zostal skonstruowany na podstawie ze-
branych danych ankietowych. Kazdemu z uczestnikow, dla ktorych dostepne
byly pelne informacje (115 0s6b), przypisano warto$¢ wskaznika wynikajaca
z sumy punktoéw za dolegliwosci obserwowane przez 14 dni. Do analizy wla-
czono takie czynniki jak wystepowanie wypréznienia, kolor i konsystencja
stolca oraz wystepowanie dodatkowych objawow, takich jak gazy, wzdecia i

bole brzucha. Maksymalna warto$¢ wskaznika wynosita 70 punktow.
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Rysunek 4.12: Poréwnanie wynikow wskaznika dolegliwosci jelitowych mie-
dzy grupami dzieci z ASD, ich neurotypowego rodzenstwa i neurotypowej
kontroli niespokrewnionej. Wykresy pudetkowe prezentuja rozktad wartosci
wskaznika dla kazdej z grup. Zgodnie z testem post hoc Dunna, dzieci z grupy
ASD wykazuja istotnie wieksze dolegliwosci jelitowe w poréwnaniu z grupa
kontrolna (p = 0,037 po korekcie Bonferroniego), natomiast roznice miedzy

grupa ASD a grupa rodzenistwa nie sg statystycznie istotne.
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Na rysunku przedstawiono poréwnanie wskaznika dolegliwodci jeli-
towych dla trzech grup: dzieci z ASD, ich neurotypowego rodzeristwa oraz
niespokrewnionej neurotypowej grupy kontrolnej. Wykresy pudetkowe ilu-
struja rozktad wartosci wskaznika dla kazdej z grup. Analiza statystyczna
przy uzyciu testu Kruskala-Wallisa, a nastepnie testu post hoc Dunna z ko-
rekta Bonferroniego, wykazata istotne roéznice pomiedzy grupa ASD a grupa
kontrolng (p = 0,037 po korekcie Bonferroniego). Wskaznik dolegliwosci je-
litowych byt wyzszy dla dzieci z ASD w poréwnaniu z grupa kontrolng, co
sugeruje, ze dzieci z ASD do$wiadczaly wickszych dolegliwosci jelitowych.
Roéznice miedzy grupa ASD a grupa neurotypowego rodzeristwa nie okazaty
sie statystycznie istotne, co wskazuje na podobienistwo do$wiadczeri dolegli-

wodci jelitowych w obu tych grupach.
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W niniejszej pracy przeprowadzono badania nad mikrobiota jelitowa u
dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu (71 oséb), w kontekscie neuro-
typowego rodzenstwa (29 oséb) i w odniesieniu do niespokrewnionej neuro-
typowej grupy kontrolnej (44 osoby). W celu poznania sktadu mikrobioty
zastosowano technike sekwencjonowania wysokoprzepustowego NGS na pod-
stawie zmiennych regionéw genu 165 rRNA V3-V4 oraz V7-V9. Wszyscy
uczestnicy badania zostali poddani ocenie dolegliwosci jelitowych. Przepro-
wadzono szczegdltowy wywiad dotyczacy zywienia w okresie niemowlecym.
Dodatkowo, zebrano informacje o diecie w ciagu 7 dni poprzedzajacych po-
branie probki katu do badania. Te kroki zostaly podjete, aby probowaé zro-
zumie¢ nawyki zywieniowe i zachowania, ktore odgrywaja kluczowa role w
ksztaltowaniu mikrobioty jelitowej. Zbadano takze krotkotancuchowe kwasy
ttuszczowe, SCFA, w kale.

W tym badaniu wykazano znaczaco wyzszy udzial procentowy chlop-
cow w grupie dzieci z autyzmem (88,7%) w poréwnaniu z grupa rodzeristwa
(44,8%) oraz grupa kontrolng (34,1%). Wyniki te sa statystycznie istotne
(p < 0,001 w przypadku obu poréwnari). Dane literaturowe wskazuja, ze za-
burzenia ze spektrum autyzmu sg niemal cztery razy czesciej diagnozowane
u chlopcow [B], co wspieraja rowniez nasze obserwacje. Nieproporcjonalne
zwiekszenie liczby chtopcow w grupie badanej z ASD potwierdza dane litera-

turowe, sugerujac, ze jest to odzwierciedlenie rzeczywistosci klinicznej, a nie
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artefakt wynikajacy z doboru proby.

Nie byto statystycznie istotnych réznic w wieku pomiedzy grupa dzieci z
ASD, neurotypowym rodzenstwem i grupa kontrolng (p = 0,439). Mediana
wieku dla grupy dzieci z ASD wynosita 7 lat (£ 2,6, odchylenie ¢wiartkowe),
dla neurotypowego rodzeristwa 8,2 lat (4 2,7), a dla grupy kontrolnej 7,5 lat
(£ 2,5). Ponadto, badanie nie wykazalto istotnych réznic w obecnym wzro-
cie 1 wadze miedzy uczestnikami (p = 0,534 i p = 0,920, odpowiednio).
W kwestii miejsca zamieszkania, wickszo$¢ uczestnikow badania, zaréwno
w grupie ASD (76,1%), grupie rodzenstwa (79,3%), jak i w grupie kon-
trolnej (72,7%), stanowili mieszkaricy miast. Nie wykazano istotnych roznic
(p = 0,858). Uwzglednienie miejsca zamieszkania uczestnikow badania, czyli
miasta lub wsi, moze mie¢ istotne znaczenie dla wynikéw analizy, ze wzgledu
na potencjalne réznice w stylu zycia rodzin, nawykach zywieniowych, a takze
ekspozycji na réznorodnosé¢ mikroorganizmoéw, ktére moga réznié sie w za-
leznosci od srodowiska miejskiego czy wiejskiego.

We wszystkich badanych grupach zaobserwowano niemal réwny podziat
ze wzgledu na rodzaje porodéw, naturalne i cesarskie ciecia. Wérod dzieci z
ASD 53,5% porodow bylo naturalnych, wsrod neurotypowego rodzeristwa -
48,3%, a w grupie kontrolnej - doktadnie 50%. Tak zrownowazony podzial po-
miedzy typami porodéw we wszystkich trzech grupach pozwala na eliminacje
wplywu metody porodu na réznice w ksztattowaniu mikrobiomu miedzy gru-
pami, co jest istotne dla tego badania. Metoda porodu ma wptyw na ksztal-
towanie sie mikrobiomu jelitowego dziecka, zwlaszcza w pierwszych latach
zycia, ale w kontekscie tego badania, rownomierny rozktad typéw porodow
pozwala uznadé, ze wptyw ten jest podobny we wszystkich grupach.

Nie zaobserwowano rowniez istotnych réznic w zakresie terminowosci po-
rodow, dlugodci ciazy oraz wag i wzrostu urodzeniowego miedzy grupami
(p =0,506, p= 0,482, p = 0,543, odpowiednio). Wiek rodzicow w momen-
cie urodzenia dziecka nie ro6znit sie istotnie miedzy grupami. Mediana wieku
matki w czasie urodzenia dzieci wynosita 31 lat w grupie dzieci z ASD i neu-
rotypowego rodzenstwa, oraz 30, 5 roku w grupie kontrolnej. Mediana wieku
ojca wynosita odpowiednio 33,0 32,0 1 33,5 lat.

Te dane sugeruja, ze dobrze dobrano préby co minimalizuje mozliwosé, ze
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czynniki demograficzne i antropometryczne moglyby wpltynaé¢ na réznice w
obserwowanych wynikach. W zwiazku z tym, kazde znaczace r6znice pomie-
dzy grupami mozna przypisaé¢ z wicksza pewnosciag do ASD, a nie do réznic
wynikajacych z doboru os6b w badanych grupach.

Podczas analizy réznic w karmieniu piersig, nie zaobserwowano istotnych
roznic w czestosci karmienia piersia miedzy grupami (91,5% dzieci ASD,
100% neurotypowego rodzenstwa i 95,5% niespokrewnionej neurotypowej
kontroli bylo karmionych piersia). Jednak okres karmienia piersia byl istot-
nie krotszy w grupie dzieci z ASD w poréwnaniu do neurotypowej grupy
kontrolnej i wynosit §rednio 6 &4, 5 miesiecy vs. 12,0£6,0. W czasie karmie-
nia, dolegliwosci takie jak alergie skorne i zaparcia byly znacznie czestsze u
dzieci z ASD. Jest to istotne odkrycie, ktore sugeruje, ze problemy zwiazane z
przewodem pokarmowym moga wystepowac¢ na wczesnych etapach rozwoju
u dzieci z ASD. Zauwazalne jest, ze wiekszy odsetek dzieci z ASD (80%)
byt karmiony mlekiem modyfikowanym w poréwnaniu do neurotypowego ro-
dzenstwa (55,2%) i niespokrewnionej grupy kontrolnej (59, 5%). Chociaz nie
odnotowano istotnych réznic w dtugosci karmienia mlekiem modyfikowanym
miedzy grupami, wyniki sugeruja, ze dzieci z ASD mogly mie¢ tendencje
do tapczywego jedzenia tego pokarmu w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Mozna spekulowaé, ze wynika¢ to moglo z tatwiejsze dla dzieci ssanie po-
karmu z butelki, niz z piersi, co ma zwigzek z ponizszym.

Chociaz w wynikach tego badania nie wykazano istotnosci statystycznej
w odniesieniu do objawu krztuszenia sie podczas pierwszego roku zycia, wi-
doczne sa pewne tendencje, ktore moga byé istotne, zwtaszcza w kontekscie
trudnosci z potykaniem, czesto zglaszanych przez dzieci z ASD. Podczas kar-
mienia piersia, wiekszy odsetek dzieci z ASD (23, 7%) doswiadczal krztusze-
nia sie w poréwnaniu z neurotypowym rodzenistwem (14,3%) i grupa kontro-
Ing (8,6%). Ta tendencja utrzymuje sie réwniez podczas karmienia mlekiem
modyfikowanym (14,5% dzieci z ASD w poréwnaniu do 11,8% neurotypo-
wego rodzenstwa i 8, 0% dzieci kontrolnych) oraz podczas karmienia pokar-
mami staltymi (18,3% dzieci z ASD w poréwnaniu do 6,9% neurotypowego
rodzenstwa i 7,1% dzieci kontrolnych). Cho¢ te roznice nie sg statystycznie

istotne, zwracaja uwage na mozliwosé¢, ze trudnosci z potykaniem moga po-
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jawi¢ sie wezesnie u dzieci z ASD. Te trudnosci z potykaniem moga wpltywacé
na wybiorczo$é pokarmowa i pozniejsze zachowania zwiazane z jedzeniem u
dzieci z ASD. Nalezy jednak zauwazy¢, ze te wyniki sa jedynie wskazowks i
konieczne sa dalsze badania, aby lepiej zrozumie¢ te potencjalng korelacje i
jej wplyw na trudnosci zwiazane z jedzeniem u dzieci z ASD.
Wprowadzenie pokarmoéw stalych w pierwszym roku zycia wydaje sie wia-
zal sie z wicksza liczbg zglaszanych probleméw, takich jak wzdecia, zaparcia,
biegunki i stolce wodniste u dzieci z ASD, w poréwnaniu do grupy kontro-
Inej. Co ciekawe, te réznice nie byly jednak tak wyrazne, gdy poréwnano
dzieci z ASD z ich neurotypowym rodzenstwem. Réwniez obecnosé sluzu w
kale byla czesciej zglaszana w grupie dzieci z ASD, zar6wno w poréwna-
niu do rodzenstwa, jak i do grupy kontrolnej, a takze obecnos¢ krwi w kale
odnotowano tylko dla dzieci z ASD. Mniejsze réznice pomiedzy dzieémi z
ASD a ich neurotypowym rodzenstwem, wieksze miedzy dzie¢mi z ASD i
grupa kontrolna moga sugerowaé¢ pewna gradacje nasilenia. Wydaje sie, ze
sugeruje ona, iz moga istnie¢ pewne wspolne czynniki (genetyczne lub $ro-
dowiskowe), ktore wpltywaja na funkcje przewodu pokarmowego, ale ktore
moga mie¢ rozne skutki w zaleznosci od stopnia ich ekspresji lub interakcji z
innymi czynnikami. Pierwsza rzecza do uwzglednienia jest fakt, ze ASD ma
najprawdopodobniej podtoze genetyczne, ale jest bardzo zlozone i obejmuje
wiele r6znych genéw, o wielu funkcjach. Dzieci z ASD i ich neurotypowe ro-
dzenstwo moga mie¢ pewne wspolne warianty genéow, wykazujac tym samym
podatnosé, ale decydujacym czynnikiem wyzwalajacym objawy z przewodu
pokarmowego moze by¢ czynnik §rodowiskowy. Istnieje rosnace dowody na to,
ze mikrobiota jelitowa moze mie¢ wptyw na ASD. Dzieci z ASD i ich neuroty-
powe rodzenstwo moga mie¢ podobne podtoze genetyczne, ale ich mikrobiota
jelitowe moga roézni¢ sie na skutek réznic w ekspozycji na rézne Srodowi-
skowe czynniki wptywajace na sktad, takie jak dieta, antybiotyki czy styl
zycia lub zupekie inne, niezidentyfikowane dotychczas okolicznosci i czyn-
niki, ktore moglty wptynaé¢ na rézna odpowiedz uktadu odpornosciowego. Te
réznice moga z kolei wplywaé na zdrowie przewodu pokarmowego. Odmienng
hipoteza, ktora rowniez moze ttumaczyé obserwowang gradacje w nasileniu

objawow ze strony ukladu pokarmowego w okresie niemowlecym jest wplyw
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stresu i leku. Stres i lek sa czesto wieksze u dzieci z ASD. Warto pamietac,
ze te osoby doswiadczaja nadwrazliwosci na bodzce sensoryczne, napoty-
kaja trudnosci w komunikacji oraz adaptacji do zmian, co moze prowadzié¢
do poczucia frustracji i intensywniejszej reakcji na stres. Wszystko to moze
wplywaé na funkcjonowanie ukladu pokarmowego, na przyktad poprzez os
podwzgorze-przysadka-nadnercza, co z kolei moze prowadzi¢ np. do zmian w
perystaltyce jelit.

Wprowadzanie produktow zawierajacych gluten w pierwszym roku zy-
cia byto istotnie czesciej zwiazane z zaburzeniami przewodu pokarmowego
u dzieci z ASD, niz w grupie kontrolnej. To moze sugerowaé, ze dzieci z
ASD moga by¢ bardziej wrazliwe na gluten, co mogloby wplywaé na funkcje
ich przewodu pokarmowego. Sfermentowane produkty mleczne wprowadzano
pozniej u dzieci z ASD i ich neurotypowego rodzenstwa, w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. To moze sugerowac, ze wprowadzanie tych produktéw weze-
$niej moze mie¢ potencjalnie korzystny wplyw na wplyw mniejsze problemy
z dokuczliwymi objawami z przewodu pokarmowego, ale konieczne sa dalsze
badania, aby to potwierdzi¢. Alergia na mleko krowie byta istotnie czesciej ra-
portowana u dzieci z ASD, ktore byty karmione mlekiem krowim w pierwszym
roku zycia. Istnialta statystyczna réznica miedzy trzema grupami w odniesie-
niu do checi spozywania kaszek bezglutenowych i ryb. Wyniki te sa trudne
do interpretacji, poniewaz nie istnieja istotne réznice miedzy poszczegdlnymi
parami grup. To moze sugerowac, ze te preferencje moga by¢ subtelnie rézne
miedzy grupami, ale dalsze badania sa potrzebne, aby to potwierdzié¢. Wynik
globalny nie wykazal istotnej réznicy miedzy grupami w odniesieniu do wpro-
wadzania gotowanych warzyw, cho¢ wynik byl na granicy istotnosci. Jednak
porownanie par w testach post hoc wykazalo istotna réznice miedzy grupa
dzieci z ASD a grupa kontrolng. To sugeruje, ze wprowadzanie gotowanych
warzyw moze by¢ trudniej tolerowane przez dzieci z ASD. Wprowadzanie
nowych pokarmoéw moze by¢ stresujace dla dzieci o wysokiej wrazliwosci sen-
sorycznej, takich jak dzieci z ASD, dodatkowo, wykazuja silniejsze reakcje
alergiczne oraz problemy jelitowe, co moze potegowac niecheé¢ do przyjmowa-
nia nowych typow pokarmoéw i prowadzi¢ do wyksztalcenia si¢ wybiérczosci

pokarmowej w pozniejszym zyciu.
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Niniejsze badanie potwierdza wcze$niejsze obserwacje, ktore wskazywaty
na zwiazek pomiedzy zaburzeniami ze spektrum autyzmu a ré6znymi proble-
mami zdrowotnymi wpltywajacymi na jakosé zycia, w szczegélnosci z choro-
bami przewleklymi [250, 251], objawami neurologicznymi [252], alergiami i
nietolerancjami pokarmowymi [253|, a takze chorobami uktadu pokarmowego
[254]. W tej pracy wskazano istotna dysproporcje w czestosci wystepowania
choréb przewlektych i zaburzen neurologicznych miedzy dzieci z zaburzeniami
ze spektrum autyzmu (ASD) a grupa kontrolna (27,5% vs. 4,5%, p = 0,005).
Jednakze, analiza poréwnawcza miedzy grupa dzieci z ASD a ich neuroty-
powym rodzenstwem nie wykazala statystycznie istotnej roznicy (27,5% vs.
17,2%; p = 0,410). Dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu czesciej tez
(p = 0,031) przyjmuja leki na state (25,4%) w poréwnaniu z grupa kontro-
Ing (7,1%), ale nie istotnie czesciej niz ich neurotypowe rodzeristwo (13,8%),
co moze mie¢ zwiazek z tym, ze rowniez w grupie rodzenstwa czeste jest
wystepowanie choréb przewlektych oraz objawéw neurologicznych.

Objawy neurologiczne dotykaja istotnie wieksza cze$¢ dzieci z ASD, niz
dzieci z grupy kontrolnej (21, 7% vs. nie dotycza nikogo z grupy kontrolnej,
p = 0,002). Roznica ta nie jest istotna statystycznie miedzy grupa dzieci
z ASD a grupa neurotypowego rodzeristwa (10,3%, p = 0,297), co moze
oznaczaé rodzinne genetyczne obciazenie.

Co do stosowania antybiotykow w ciggu ostatnich trzech miesiecy, nie
stwierdzono istotnej réznicy pomiedzy grupami (p = 0,297). Ta obserwacja
jest kluczowa, poniewaz antybiotyki moga istotnie wplywaé¢ na mikrobiote
jelitowa. Stad brak istotnych réznic w tej kwestii miedzy grupami sugeruje,
ze wyniki badania mikrobioty nie byly znaczaco zakldécane przez niedawne
kuracje antybiotykowe, co zwicksza wiarygodno$é¢ wynikéw badania.

W przypadku alergii i nietolerancji pokarmowych, odnotowano zdecy-
dowanie wyzszy odsetek dzieci z ASD (58,6%), a takze neurotypowego ro-
dzenstwa (40, 7%), w poréwnaniu do grupy kontrolnej (16,3%), p < 0,001 i
p = 0,046, odpowiednio. Istotnie czesciej alergie i nietolerancje pokarmowe
sg raportowane w rodzinach, w ktorych sa dzieci z zaburzeniami ze spektrum
autyzmu. Taki trend moze sugerowaé, ze czynniki zywieniowe, a doktadniej

wplyw alergii i nietolerancji pokarmowych, czyli problemy manifestujace sie
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przez uktad odpornosciowy, moga odgrywac¢ pewng role w przebiegu ASD.

Mozna to réwniez potaczy¢ z obserwacja, ze choroby uktadu pokarmowego
wystepuja czesciej u dzieci z ASD niz w grupie kontrolnej (31, 3% vs. 10, 5%,
p = 0,030). Réznica pomiedzy dzie¢mi z ASD a neurotypowym rodzenstwem
nie byta jednak istotna (13,0%, p = 0,150). Jest to szczegélnie interesujace
w kontekscie informacji, ze u dzieci z ASD czedciej zglaszane sa problemy je-
litowe [91], 110, 96], a nawet wykazano, ze nasilenie objawow ze strony uktadu
pokarmowego koreluje pozytywnie z nasileniem objawoéw ze spektrum auty-
zmu [71]. Brak istotnej r6znicy w wystepowaniu choréb uktadu pokarmowego
pomiedzy grupa dzieci z ASD a ich neurotypowym rodzenistwem moze suge-
rowaé, ze genetyczne lub §rodowiskowe czynniki rodzinne moga wplywaé na
zdrowie uktadu pokarmowego niezaleznie od ASD.

Obserwacje wskazuja na znaczaco wyzszy wskaznik stosowania diet eli-
minacyjnych wsrod dzieci z ASD (67,6%) w poréwnaniu do ich neurotypo-
wych rodzenstwa (34,5%) oraz grupy kontrolnej (4,7%). Znaczaca roznica
w stosowaniu diet eliminacyjnych pomiedzy grupa dzieci z ASD a grupa
kontrolna (p < 0,001) oraz dzieci z ASD w poréwnaniu do neurotypowego
rodzenristwa (p = 0,005) jest znamienna i sugeruje specyficzng role diet eli-
minacyjnych w kontekscie ASD, a takze wskazuje ten czynnik jako wazny
kowariat, czyli zmienng, ktéra moze wptywaé na wyniki badania mikrobioty.
Podobne réznice obserwowano w kontekscie stosowania diety eliminacyjnej w
przesztosci. Byla ona stosowana znacznie czesciej przez dzieci z ASD (62,9%)
w poréownaniu do ich neurotypowych rodzeristwa (34,5 %) 1 dzieci z grupy
kontrolnej (20,9%). W tym przypadku rowniez réznica byta istotna staty-
stycznie zaréwno w poréwnaniu do neurotypowego rodzenistwa (p = 0,018),
jak i grupy kontrolnej (p < 0,001). Podobnie, suplementy diety byty czesciej
stosowane przez dzieci z ASD (64,8%) niz przez dzieci z grupy kontrolnej
(33,3%) i niz przez grupe neurotypowego rodzenstwa (39,3%) (p = 0,002
i p=0,037). Ten wynik moze by¢ odzwierciedleniem préb poprawy stanu
zdrowia lub zmniejszenia objawéw ASD za pomoca interwencji dietetycznych
poprzez suplementacje, ktore sg czesto zalecane dla tej populacji. Probiotyki
stosowane byly we wszystkich grupach: przez 36, 6% dzieci z ASD oraz 21, 4%

neurotypowego rodzenstwa i 24, 4% niespokrewnionej neurotypowej kontroli.
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Pomimo tego, ze réznice w czestosci stosowania probiotykéw nie okazaty sie
istotne statystycznie (p = 0,215), widoczny jest trend, ze u dzieci z ASD sa
one podawane czesciej niz w przypadku rodzenstwa. Te obserwacje wskazuja,
ze rodzice dzieci z ASD sg bardziej sktonni do stosowania interwencji zywie-
niowych w ramach strategii leczenia lub zarzadzania objawami ASD [255].
Zarzadzanie objawami odnosi sie do podejscia do leczenia, ktore skupia sie
na minimalizowaniu negatywnych skutkéw objawoéw choroby/zaburzenia, za-
miast skupia¢ sie na eliminacji samej przyczyny. W kontekscie zaburzen ze
spektrum autyzmu, zarzadzanie objawami moze obejmowaé roézne strategie,
takie jak terapia behawioralna, interwencje edukacyjne, a takze zmiany w die-
cie i stylu zycia, ktore pomagaja w minimalizowaniu negatywnych skutkow
objawow ASD, takich jak problemy z komunikacja, trudnosci w interakcji
spotecznej czy specyficzne zachowania. Wiele z tych interwencji jest dostoso-
wanych do indywidualnych potrzeb dziecka.

Zauwazono istotna wybiérczosé pokarmows zglaszanag dla dzieci z ASD
w poréwnaniu z grupa kontrolna (38,0% vs. 2,3%, p < 0,001), ale nie w po-
rownaniu do ich neurotypowego rodzenstwa (38,0% vs. 20,7%, p = 0, 150).
Te statystyki sa zgodne z licznymi badaniami w literaturze naukowej, ktore
pokazuja, ze dzieci z ASD czesto wykazuja wybiorczosé w stosunku do po-
karmow [256], a dotyczace neurotypowego rodzenstwa, przypuszczalnie przez
dzielone $rodowisko domowe. Dotychczasowe dowody w sugeruja, ze wybior-
czo$¢ pokarmowa jest problemem czesto wystepujacym u dzieci z zaburze-
niami ze spektrum autyzmu i ze ich nietypowe nawyki zywieniowe moga
stanowi¢ znaczacy czynnik stresujacy dla ich rodzin [257, 258], co moze cze¢-
Sciowo wyjasnia¢ wybiérczosé u neurotypowego rodzenstwa. Na wybiorczosé
pokarmowa moze wpltywaé wiele czynnikow. Wrazliwo$¢é sensoryczna czesto
wystepujaca u dzieci z ASD [256] moze by¢ jednym z nich, zwracajac uwage
na fakt, ze wiele dzieci z ASD jest szczeg6lnie wrazliwych na teksture, zapach,
smak czy kolor pokarméw.

W tym badaniu udalo sie réowniez zidentyfikowaé¢ szczegélne czynniki,
ktore moga wplywaé na wybiorczo$é pokarmowa. Wykazano, ze dzieci z ASD
sa znacznie bardziej wrazliwe na zapach jedzenia w poréwnaniu do dzieci z

grupy kontrolnej (36,6% vs. 14,0%, p = 0,017). Ta wrazliwos¢ jest rowniez
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zauwazalna, cho¢ w mniejszym stopniu, wsrod ich neurotypowego rodzenstwa
(24, 1%, roznica nieistotna statystycznie). Wrazliwos$é na fakture jedzenia jest
jeszcze bardziej wyrazna, a jest zglaszana przez rodzicow 45, 7% dzieci z ASD,
a tylko 17,9% neurotypowego rodzenstwa i 14,0% dzieci z grupy kontrolnej
(ASD vs. rodzenstwo p = 0,019 i ASD vs. kontrola p = 0,001). Na podsta-
wie tych wynikow mozna spekulowaé, ze sensoryczna wrazliwosé moze byé
jednym z kluczowych czynnikow wplywajacych na wybiérczo$é pokarmows
u dzieci z ASD. Wrazliwo$¢ sensoryczna, zaréwno na zapach, jak i teksture
pokarmow, moga prowadzi¢ do ograniczenia ich diety do okreslonych pokar-
mow, ktore sg dla nich akceptowalne pod wzgledem sensorycznym. Jednakze,
warto zauwazy¢, ze wrazliwos¢ ta nie jest jedynym czynnikiem, ktéry moze
wplywaé na wybiorczosé pokarmows. Moze to takze wynikaé¢ z innych zwia-
zanych z jedzeniem wyzwan czesto wystepujacych u dzieci z ASD, takich jak
trudnosci z poltykaniem [259] lub nadwrazliwos$é na okreslone smaki. Ponadto,
badania pokazujg, ze dzieci z ASD moga mie¢ okreslone upodobania pokar-
mowe, ktore moga prowadzi¢ do wybiorczosci [256]. Wazne jest podkreslenie,
ze wybiorczo$é pokarmowa moze mie¢ powazne konsekwencje dla zdrowia i
dobrostanu dzieci z ASD [260]. Moze prowadzi¢ do niezrownowazonej diety,
co z kolei moze wplywaé na ich rozwoj i zdrowie. Ponadto, nasze wyniki po-
kazuja, ze wybidrczo$¢ pokarmowa byla istotnie czedciej zgtaszana w rowniez
w przesztosci u dzieci z ASD (48,6%) w poréwnaniu do ich neurotypowego
rodzenstwa (10,3%) i grupy kontrolnej (11,6%), co wskazuje na dtugotrwate

zjawisko.

Dieta Na podstawie liczby przyjmowanych przez dzieci we wszystkich gru-
pach kilokalorii (kcal) nie mozna stwierdzi¢ (p = 0,626), aby dzieci z ASD ze
wzgledu na wybidrczosé pokarmowa wykazywaly objawy niedozywienia. Nie
stwierdzono takze istotnych statystycznie réznic w ogdlnej podazy biatka,
ttuszczow, czy weglowodandéw. Uczestnicy badania nie réznili sie tez pod
wzgledem BMI (ang. Body Mass Index, wskaznik masy ciata), p = 0,116,
mediana w grupie ASD wynosita 16,35 (odchylenie éwiartkowe 1,37), w
grupie neurotypowego rodzenistwa 16,45 (0,88) i w grupie kontrolnej 16,17

(1,93). Oznacza to, ze dzieci nie réznily sie miedzy grupami w kontekscie
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masy ciata. Zidentyfikowano jednak pewne roznice w przyjmowanych sktad-
nikach pozywienia. C4:0, C6:0, C8:0, C10:0, C14:0, C15:0, C17:0, sa krotko-
i éredniotanicuchowymi kwasami ttuszczowymi nasyconymi, a C14:1, C17:1
jedno-nienasyconymi. Mozna je znalez¢ w ttuszczach zwierzecych i olejach
roslinnych. Dzieci z ASD spozywaly mniej tych kwaséw, jak rowniez mniej
laktozy (cukier mleczny), w poréwnaniu zar6wno z neurotypowym rodzeri-
stwem, jak i grupa kontrolna. Spozywaly takze mniej C12:0, ktory jest sred-
niotaricuchowym kwasem tluszczowym oraz mniej wapnia (mineral wazny
dla budowy i zdrowia kosci, a takze w przekaznictwie nerwowym) i folianow
(kluczowy sktadnik witaminy B, niezbednej do prawidlowego rozwoju uktadu
nerwowego, ktérego gléwnym Zréodtem w diecie sa warzywa i produkty zbo-
zowe), ale tylko w poréwnaniu z grupg kontrolna. Neurotypowe rodzenstwo
spozywalo mniej S-karotenu (barwnik roslinny, ktory organizm przeksztatca
w witamine A) i folianéw w poréwnaniu z grupa kontrolna. Mniejsze spozycie
laktozy i wapnia mozna tatwo wyjasnié¢ stosowaniem diet eliminacyjnych u
dzieci z ASD (bez glutenu, bez cukru, bez kazeiny, czyli gtownie z wyklucze-
niem produktéw zbozowych i przetworéw mlecznych). Wykonujac globalne
porownanie spozywanej diety nie wykazano istotnych réznic, natomiast po-
rownujac rodzenstwa: badane i kontrolne zaobserwowano, ze pod wzgledem
zywienia, bardziej podobni sa przedstawiciele rodzin gdzie sa wylacznie dzieci
neurotypowe. Dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu bardziej r6znig sie
pod wzgledem spozywanej diety od swojego neurotypowego rodzenstwa, co
wspiera obserwacje o wybiorczosci pokarmowej. To z kolei moze mieé¢ prze-

tozenie na obraz mikrobioty i dolegliwosci jelitowych.

Dolegliwosci jelitowe W przypadku tego badania, dane empiryczne po-
twierdzaja wczedniejsze doniesienia, ze dolegliwosci jelitowe sa czestszym zja-
wiskiem wérod dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu w poréwnaniu do
dzieci neurotypowych [70, [71) [73]. Ta réznica, okreslona na podstawie skon-
struowanego na potrzeby badania wskaznika, okazata si¢ istotna statystycz-
nie (p = 0,037), co sugeruje zwiazek miedzy ASD a problemami jelitowymi.
Analiza 14-dniowa wykazata, ze dzieci z ASD i ich neurotypowe rodzenstwo

doswiadczaly czesciej dni z gazami, w poréwnaniu do grupy kontrolnej (27%
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vs. 16%, p = 1,023 x 107> i 28% vs. 16%, p = 1,81 x 10~*). Ponadto, dzieci
z ASD wykazywaly wiekszy udzial dni z wzdeciami (9%) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (5%), na poziomie istotnosci statystycznej p = 0,016. Co
wiecej, obserwowano odmienne globalne wzorce wystepowania réznych ty-
pow stolca zaréwno u dzieci z ASD, jak i ich neurotypowego rodzeristwa,
w porownaniu do grupy kontrolnej. Kolejnym interesujacym wynikiem byty
roznice w kolorach wydalanych stolcow miedzy dzie¢mi z ASD, ich neuroty-
powym rodzenstwem i grupa kontrolna. Dzieci z ASD wykazywaly réznice
zaréwno w stosunku do rodzeristwa (p = 3,0 x 107°%), jak i do grupy kon-
trolnej (p = 6,0 x 107%), podczas gdy rodzeristwo neurotypowe nie réznito
sie od grupy kontrolnej. Te wyniki moga wskazywaé¢ na specyficzne zmiany

w trawieniu lub przyswajaniu pokarméw u dzieci z ASD.

Krotkotanncuchowe kwasy tluszczowe SCFA sa produktami fermenta-
cji bakterii jelitowych, a réznice w ich poziomach moga odzwierciedla¢ réz-
nice w diecie, szczegolnie w kontekscie spozycia btonnika. Dowody z modeli
zwierzecych sugeruja zwiazek miedzy krotkotaricuchowymi kwasami tlusz-
czowymi, kluczowa grupa metabolitéw mikrobioty jelitowej, a zaburzeniami
ze spektrum autyzmu [261]. Jednak wyniki badan na ludziach na ten temat
sa niejasne [261]. W literaturze mozna znalezé wyniki, ktore pokazuja, ze
roznice w badanych poziomach SCFA u dzieci z ASD ro6znia sie istotnie od
tych u dzieci neurotypowych, ale takze takie, gdzie autorzy nie wykazuja
roznic miedzy grupami ze wzgledu na ASD. W populacji dzieci chinskich
wykazano zmiany w sktadzie mikrobioty jelitowej i poziomach krétkotancu-
chowych kwasow ttuszczowych u oséb z autyzmem w poréwnaniu do dzieci
neurotypowych [106]. Zauwazono nizsze poziomy kwasu octowego i masto-
wego oraz wyzszy poziom kwasu walerianowego w probkach kalu od oséb z
ASD. Stwierdzono zmniejszone obfitosci taksonéw kluczowych dla produkeji
maslanu: Ruminococcaceae, Fubacterium, Lachnospiraceae i Erysipelotricha-
ceae, a takze zwiekszona obfito$¢ bakterii zwigzanych z kwasem waleriano-
wym Acidobacteria wsrod osob autystycznych. Jesli chodzi o zaburzenia ze
strony uktadu pokarmowego, to zaparcie byto jedynym zaburzeniem jelito-

wym u dzieci z ASD w tym badaniu, istotnie czestsze niz u os6b neurotypo-
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wych. Wsrod osob z ASD z zaparciami zaobserwowano zwiekszone wzgled-
nej obfitosci Fusobacterium, Barnesiella, Coprobacter i bakterii zwiazanych z
kwasem walerianowym, Actinomycetaceae, oraz zmniejszone obfitosci takso-
now wytwarzajacych maslan. Wiekszo$é bakterii produkujacych maslan na-
lezy do klastrow Clostridium IV i XIVa, w tym Ruminococcaceae, Lachnospi-
raceae, Butyricicoccus 1 Eubacterium_rectale_ group [262), 263]. Inne klastry
Clostridium réwniez produkuja maslan, w tym klastry I i XVI, ale w mniej-
szym stopniu w poréwnaniu z klastrami IV i XIVa [264], 265]. Co wiecej,
sa doniesienia, ze Lactobacillus brevis przyczyniaja sie do wzrostu bakterii
Clostridium produkujacych maslan [266]. W tym badaniu stwierdzono takze,
ze oprocz Firmicutes, obfitosé rodziny Erysipelotrichaceae byta silnie zredu-
kowane u oséb z ASD, a w literaturze wskazano, ze Erysipelotrichaceae jest
rowniez kluczowym taksonem produkujacym maslan [267]. W zwiazku z wy-
nikami tego badania, zasugerowano sie, ze mikrobiota jelitowa wptywa na
poziom SCFA w kale oraz na zaparcia u oso6b z autyzmem. Z drugiej strony,
w innym badaniu dotyczacym dzieci chiriskich z kolei stwierdzono, ze stezenie
SCFA w kale nie roznilo sie istotnie miedzy dzieémi z ASD a grupa kontrolna
[261].

W badaniu bedacym przedmiotem tej pracy, nie stwierdzono istotnych
roznic w stezeniach zadnego z badanych krotkotancuchowych kwasow ttusz-
czowych miedzy grupami: dzie¢mi z zaburzeniami ze spektrum autyzmu, ich
neurotypowym rodzenstwem oraz niespokrewniong neurotypowsa grupa kon-
trolna. Wszystkie te grupy mialy podobny poziom spozycia btonnika, co su-
geruje, ze ich dieta nie roznita sie na tyle, aby wpltynaé¢ na produkcje SCFA.
Wyniki te moga sugerowaé, ze roznice dietetyczne miedzy grupami nie sa
na tyle duze, aby mialy istotny wptyw na poziom SCFA. Niemniej, nalezy

traktowac¢ te wyniki z duza ostroznoscia.

Ro6znorodnosé alfa Roéznorodno$é mikrobiomu byta kluczowym aspektem
tego badania, a analiza réznic w roznorodnosci alfa stanowila jeden z elemen-
tow tego badania. Wskaznik entropii Shannona uwzglednia nie tylko liczbe
roznych taksonow, ale takze ich réwnomiernosé. Wyniki wykazaly, ze mi-

krobiota grupy neurotypowego rodzenstwa cechowata si¢ wyzszym wynikiem
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we wskazniku Shannona niz mikrobiota grupy kontrolnej oraz grupy dzieci
z ASD (p = 0,035). To sugeruje, ze mikrobiom rodzenstwa mogt zawiera¢
wieksza liczbe réznych taksonéw i byly one bardziej réwnomiernie roztozone
w poréownaniu do dwoch pozostatych grup, co jest zastanawiajace i godne
uwagi. Na podstawie analizy wskaznika réownocennosci Pielou, mozna zauwa-
zy¢ podobne relacje. Istotne réznice miedzy grupa dzieci z ASD a ich neuro-
typowym rodzenstwem, a takze miedzy grupa rodzenstwa a grupa kontrolng
(dla obu poréwnan p = 8.13 x 1071). Te wyniki potwierdzaja, ze taksony mi-
kroorganizmoéw byly bardziej rownomiernie roztozone w mikrobiomie grupy
rodzenstwa. Nie wykazano istotnych réznic miedzy probkami w obserwowa-
nych cechach (observed features), co sugeruje podobna liczbe obserwowanych
gatunkow. Ponadto, brak istotnych réznic we wskazniku réznorodnosci filo-
genetycznej Faitha wskazuje na poréwnywalna réznorodnosé filogenetyczng
probek, co sugeruje, ze zawieraja one mikroorganizmy o podobnym stopniu
pokrewienstwa ewolucyjnego. Tak wiec, mimo podobienistwa w liczbie obser-
wowanych gatunkéw i réznorodnosci filogenetycznej, istnieja wyrazne roéznice
w réwnomiernosci rozktadu gatunkow, charakterystyczne dla grupy neuroty-
powego rodzenstwa. Mimo ze sktad mikrobioty jest podobny pod wzgledem
obecnosci poszczegdlnych taksonéw i ich ewolucyjnego pokrewienstwa, ich
wzgledne proporcje moga by¢ rézne. Mikrobiota grupy rodzenstwa wyka-
zuja wieksza rownosé¢ gatunkow. Te wyniki otwieraja nowe perspektywy dla
dalszych badan i dyskusji na temat réznorodnosci mikrobiomu i ujecia w

aspekcie rodzinnym.

Ro6znorodnosé beta Kolejnym elementem badania réznorodnosci mikro-
biomu byta analiza réznorodnosci beta, ktora analizuje réznice w sktadzie
mikrobiomu miedzy grupami. Pokazano istotne réznice miedzy wszystkimi
badanymi grupami. W analizie skorzystano z réznych wskaznikéw do oceny
roznorodnodci beta, takich jak wskaznik Jaccarda, Bray-Curtisa oraz Unwe-
ighted i Weighted UniFrac. Wszystkie te wskazniki ujawnity istotne roéznice
miedzy grupami, co sugeruje, ze sktad mikrobiomu miedzy nimi rézni sie pod
wzgledem obecnosci, obfitodci oraz relacji filogenetycznych miedzy obecnymi

mikroorganizmami. Dodatkowo, grupa neurotypowego rodzenstwa wyraznie
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odseparowuje sie od niespokrewnionej kontroli, podczas gdy dzieci z zaburze-
niami ze spektrum autyzmu sa rozmieszczone miedzy tymi dwiema grupami.
Relacje te nie sa jednak tak wyrazne, gdy przyjrze¢ sie wskaznikowi Weigh-
ted UniFrac, ktory bierze pod uwage obfitos¢ i pokrewienstwo filogenetyczne
mikroorganizméw. Sugeruje to, ze podczas gdy obecno$é¢ okreslonych mi-
kroorganizméw, a takze ich wzgledne proporcje moga by¢ odmienne miedzy
grupami, to ich relacje filogenetyczne moga byé¢ bardziej podobne. Moze to
sugerowac, ze rozne grupy moga dzieli¢ wiele wspolnych gatunkéw mikroor-
ganizmow, ale te gatunki moga wystepowac¢ w réznych proporcjach w réznych
grupach. Moze to rowniez oznaczaé, ze podczas gdy istnieja réznice w obec-
noéci i proporcjach réznych mikroorganizméw miedzy grupami, relacje filo-
genetyczne miedzy tymi mikroorganizmami moga by¢ podobne. Wykazanie
roznic w roznorodnosci beta stanowito dobra podstawe do podjecia kolejnego

korku analizy, jakim byta analiza réznic obfitosci.

Analiza r6znic w obfitodci Analiza stosunku obfitosci Firmicutes do Bac-
teroidetes czesto jest punktem dyskusji w literaturze naukowej. W kilku bada-
niach wykazano wyzszy stosunek Firmicutes do Bacteroidetes u dzieci z ASD
w poréwnaniu do kontroli neurotypowej [96], 05], podczas gdy inne prace do-
nosza o przeciwnym wyniku, wickszym stosunku Bacteroidetes do Firmicutes
[94, 87, 104]. W tym badaniu analizie poddano poréwnanie na poziomie tak-
sonomicznym typu (phylum). Co ciekawe, roznice miedzy typami Firmicutes
i Bacteroidetes nie dotyczyly dzieci z ASD w poréwnaniu do grupy kontro-
Inej - takie wyniki znajduja odzwierciedlenie rowniez w literaturze [98], [97].
Firmicutes byly 1,88 razy bardziej obfite w grupie neurotypowego rodzen-
stwa niz wsrod grupy kontrolnej. Zauwazono takze, ze Bacteroidetes bytly
3,03 razy mniej obfite wsrod neurotypowego rodzenstwa niz w grupie dzieci
z ASD, a takze 4,22 razy mniej obfite w poréwnaniu do niespokrewnionej
grupy kontrolnej dzieci neurotypowych. W literaturze mozna znalezé prace
prezentujace rozne wyniki dotyczace tego aspektu. Nalezy jednak pamietac,
ze badania te ro6znia sie znaczaco pod wzgledem metodologii i wyboru grup
badawczych [79], co moze by¢ przyczyna tak zroznicowanych wynikoéw. Inny

typ bakterii, ktorego réznice obfitosci okazaly sie by¢ istotne statystycznie to
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Actinobacteria i bylty 2,46 razy bardziej obfite wsréd neurotypowego rodzeri-
stwa niz w grupie kontrolnej.

Przeprowadzono analize réznic w obfitosci na poziomie taksonomicznym
rodzaju (genus), za pomoca metody ANCOM-BC2. Wyniki wykazaly, ze obfi-
tos¢ H3 taksonow bakteryjnych réznila sie istotnie przynajmniej miedzy jedna
para poréwnywanych grup. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze nie wszystkim ziden-
tyfikowanym bakteriom udato sie przypisa¢ jednostke taksonomiczna jedno-
znacznie do poziomu rodzaju (genus). Wynikalo to z probleméw z jedno-
znaczng identyfikacja taksonu na podstawie dostepnych sekwencji fragmen-
tow genu 16S rRNA. Dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu najbardziej
roznity sie od niespokrewnionej grupy kontrolnej obfitoscia bakterii z rodzaju
nalezacego do rodziny Lachnospiraceae oraz rodzaju Faecalitalea.

Rodzina Lachnospiraceae nalezy do klasy Clostridia, a jej przedstawiciele
sa producentami kwasu mastowego [222], 223] i potrafia degradowaé polisacha-
rydy roslinne, dostarczajac energii dla gospodarza, dzieki czemu, gospodarz
moze uzyskac¢ wiecej energii [247]. Wzrost obfitosci Lachnospiraceae moze by¢
jednym z czynnikéw powodujacych choroby metaboliczne, takie jak cukrzyca
i otylosé [247]. Wykazano udzial tych bakterii w rozwoju cukrzycy u gene-
tycznie podatnych na otytos¢ myszy wolnych od mikroorganizmow [224]. W
tym badaniu okazalo sie, ze takson nalezacy do tej rodziny jest 11,89 razy
bardziej obfity u 0s6b z autyzmem w poréwnaniu do grupy kontrolnej, a co
wiecej, taksony nalezgce do rodziny Lachnospiraceae zidentyfikowano jako
roznie (bardziej) obfite u dzieci z ASD niz u kontroli wiecej niz jednokrotnie.
Ten wynik potwierdza dane z literatury, ktore wskazuja na wyzsza obfitosé
Lachnospiraceae u dzieci z ASD w poréwnaniu do grupy kontrolnej [96], 02].
Dodatkowo, obserwowano, ze bakterie nalezace do tej rodziny byly bardziej
obfite u dzieci z ASD i dolegliwosciami jelitowymi niz u zdrowej kontroli z
dolegliwosciami jelitowymi [105]. Niemniej, przeciwstawne wyniki dotyczace
tej rodziny bakterii takze bylty publikowane [106], 07, 86]. Na podstawie da-
nych uzyskanych z tego badania, grupy mozna uporzadkowaé¢ w kolejnosci
malejacej obfitosci taksonu nalezacego do rodziny Lachnospiraceae naste-
pujaco: osoby z autyzmem, neurotypowe rodzenstwo, grupa kontrolna. Co

ciekawe, w innej pozycji literaturowej wykazano gradacje wzglednej obfitosé¢
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niezidentyfikowanych szczepéw z rodziny Lachnospiraceae, najwyzsza obfi-
tos¢ zanotowano u dzieci z ciezkim ASD, druga najwyzsza u tych z tagodnym
ASD, a najnizsza u dzieci zdrowych [268]. Na podstawie uzyskanych wyni-
kow oraz dostepnej literatury naukowej mozna postawi¢ hipoteze, ze dzieci
z ASD moga wykazywaé zaburzenia w trawieniu weglowodanéw. Mozna to
wywnioskowa¢ posrednio na podstawie duzej obfitosci taksonéw nalezacych
do rodziny Lachnospiraceae. Jednakze, nie zaobserwowano wyzszego poziomu
kwasu mastowego, ktory jest produktem metabolizmu tej grupy bakterii, a
takze nie udowodniono wyzszej podazy weglowodanéw w diecie dzieci z ASD.

7 kolei rodzajem, ktorego obfito$é¢ byta najbardziej obnizona w poréw-
naniu do grupy kontrolnej byt Fuaecalitalea. Sa to bakterie nalezace do typu
Firmicutes i zaliczane do bakterii korzystnych dla zdrowia [247]. W wyni-
kach niniejszego badania wykazano, ze sg 430,85 razy rzadziej spotykane u
0sob z ASD w stosunku do grupy kontrolnej, oraz 50,56 razy rzadziej wy-
stepuja u neurotypowego rodzenstwa w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Sa
fermentatorami réznorodnych cukrow [245] 246], 247] i rowniez dla nich kwas
mastowy to jeden z gtéwnych produktéw procesow metabolicznych. W lite-
raturze wskazano, ze ten kwas mastowy ma zdolno$é¢ stymulowania wydziela-
nia insuliny po spozyciu positku, co z kolei moze ulepszy¢ reakcje organizmu
na insuling u pacjentow z cukrzyca [247, 265 269]. W badaniu Ma i in.
[247] stwierdzono, ze obfitos¢ bakterii Faecalitalea w przewodzie pokarmo-
wym szczuréw z cukrzyca typu 1 byla zmniejszona sie ponad 200-krotnie.
Wskazuje to na mozliwosé, ze te bakterie moga odgrywac¢ znaczaca role w
rozwoju cukrzycy, co moze by¢ zwiazane ze zmniejszonym wydzielaniem in-
suliny. W literaturze dotyczacej autyzmu malo jest doniesiert na temat ro-
dzaju Faecalitalea wprost, np. Lui i in. [I06] donosi o obnizonej obfitosci
Erysipelotrichaceae w grupie ASD w odniesieniu do neurotypowej kontroli,
wiec jest to ciekawe i nowe odkrycie. Z kolei w badaniu Plaza-Diaz i in. [86]
zaobserwowano odwrotng relacje, rodzina bakterii Erysipelotrichaceae byta
bardziej obfita u 0s6b z ASD, natomiast bakterie z rodziny Lachnospiraceae
wystepowaly w mniejszych ilosciach u oséb z ASD. Jednak podobnie, nie
zaobserwowano istotnej réznicy, w tym przypadku redukcji zawartosci kwasu

mastowego w kale dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu w poréwnaniu
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do ich rodzenstwa i grupy kontrolnej. By¢ moze istnieja zmienione zaleznosci
w gospodarce SCFA, ktorych ze wzgledu na ograniczenia w tym badaniu nie
udato sie uchwycié, jest to jednak bardzo ciekawy kierunek kolejnych badaii.

Stwierdzono, ze obfito$é¢ bakterii rodzaju Gelria jest najmniejsza u neuro-
typowego rodzenstwa osob z ASD, wicksza u grupy kontrolnej, a najwicksza
u 0oso6b z ASD. Gelria potrafia rozklada¢ glutaminian [225], jest to ciekawe
w kontekscie dowodow, ze glutaminian ma szerokie implikacje w patofizjolo-
gii autyzmu [270]. Aminokwas glutaminian jest niezbednym pobudzajacym
neuroprzekaznikiem w mozgu czltowieka, ktory reguluje funkcje poznawcze,
takie jak uczenie sie i pamie¢, ktore sa zwykle uposledzone w ASD [270)].
Receptory dla glutaminianu sa zaangazowane w rézne procesy poznawcze i
rozwoju neuronalnego, takie jak uczenie sie, formowanie pamieci, dojrzewa-
nie kolecow dendrytycznych, rozwdj obwodoéw neuronalnych oraz plastycznosé
synaptyczna [271]. W ciagu ostatnich kilku lat, wzrost liczby dowodow z
dziedzin takich jak genetyka, neuroobrazowanie, ekspresja biatek oraz ba-
dania na modelach zwierzecych sugerujacych zmiany w metabolizmie glu-
taminianu, spowodowal wzrost zainteresowania ocena zaburzen funkcjono-
wania systemu glutaminergicznego w ASD [270]. Wiele farmakologicznych,
behawioralnych i obrazowych badan wykazato nier6wnowage miedzy pobu-
dzajacymi i hamujacymi neuroprzekaznikami, co ujawnia zaangazowanie sys-
temu glutaminergicznego w patologii ASD [270]. Badania genetyczne ujaw-
nity obecno$¢ zmienionych szlakow sygnatowych glutaminianu w ASD. Geny
kodujace transportery glutaminianu, SLC1A1 i SLC1A2, sa potencjalnymi
czynnikami majacymi wplyw na autyzm, a konkretnie jednonukleotydowe
polimorfizmy (SNP) zidentyfikowane w tych genach zostaly powiazane z tym
zaburzeniem [272], 273]. W kontekscie funkcji Gelria oraz mozliwego udziatu
gospodarki glutaminianu w ASD, relacje miedzy grupami sa bardzo ciekawe.

Analiza danych wykazala istotne zmiany w obecnosci bakterii z rodzaju
Desulfovibrio pomiedzy badanymi grupami. Osoby z ASD mialy 5,22-krotnie
wiecej tych bakterii w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Tymczasem, u ro-
dzenistwa neurotypowego stwierdzono az 10,43-krotnie wyzsza obfitos¢ tych
organizmow w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Co wiecej, w poréwnaniu do

0s6b z ASD, rodzenistwo neurotypowe wykazywalo 2-krotnie wieksza obfitosé
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Desulfouvibrio, co stanowi najwyzszy zanotowany wskaznik. Desulfovibrio sg
bakteriami siarkowymi, ktore wytwarzaja siarkowodor (HyS). Wigzano je z
wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego [226]. Moga mie¢ wplyw na zdrowie,
takze w kontekscie produkcji kwasu propionowego, ktory jest potencjalnie
zwiazany z patogeneza ASD [107]. W dwoch badaniach potwierdzono wyzsza
obfitos¢ Desulfovibrio u osoéb z ASD [89] [104]. Ponadto, istnieje silna korela-
cja miedzy obecnoscia tych bakterii a nasileniem symptoméw autystycznych
[104]. W tym kontekscie szczegolnie interesujacy jest fakt, iz najwieksza obec-
nos¢ tego taksonu obserwuje sie u rodzenstwa neurotypowego, co zastuguje
na dalsze badania.

W trakcie analizy funkcji mikrobiomu zidentyfikowano wiele cech dyskry-
minujacych badane grupy. Nalezy jednak podkresli¢, ze nie wszystkie z nich
zostaly przedstawione na rysunkach z powodu ich wysokiej liczby. Podobne
wyniki sa obecne w literaturze [274]. Zdecydowano sie skupi¢ na 50 naj-
wazniejszych cechach, wybranych na podstawie najwiekszego/najmniejszego
efektu, po 25 cech. W kontekscie genéw, enzymow i Sciezek, ktore reprezen-
tuja potencjal metaboliczny mikrobiomu, istotne réznice miedzy grupami sg
widoczne. R6zna obfitosé gendéw, ktore ulegaja ekspresji w mikrobiocie oséb z
zaburzeniami ze spektrum autyzmu w poréwnaniu do grupy neurotypowego
rodzenstwa oraz niespokrewnionej grupy kontrolnej, wskazuje na réznorod-
nos¢ potencjalu metabolicznego wynikajacego z liczby komorek bakteryjnych
bedacych "no$nikami"tego potencjatu. Ciekawa obserwacja jest takze to, ze
neurotypowe rodzenstwo jest wyrozniajaca sie grupa. Te zidentyfikowane roz-
nice moga stanowi¢ solidna podstawe do dalszych rozwazar na temat roli
mikrobiomu w zaburzeniach ze spektrum autyzmu. Jednakze, szczegdltowa
analiza tych réznic przekracza ramy niniejszej pracy i moze by¢ przedmio-

tem dalszych badar.

Ograniczenia Badanie poziomu SCFA w kale, analiza mikrobioty kahu,
dzienniki dietetyczne oraz ocena dolegliwosci jelitowych stanowia zintegro-
wane podejécie do zrozumienia dynamiki zdrowia jelitowego w kontekscie
zaburzen ze spektrum autyzmu. SCFA, bedace produktami metabolicznymi

mikroorganizmow jelitowych, sa waznym wskaznikiem aktywnosci mikrobioty
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i jej interakcji z gospodarzem. Analiza mikrobioty katu dostarcza w przybli-
zeniu informacji na temat sktadu bakterii, ktore sa obecne w jelitach. Te dwa
elementy, potaczone z danymi z dziennika dietetycznego, pozwalaja na lepsze
zrozumienie, jak dieta moze wptywaé¢ na mikrobiote i produkcje SCFA, a co
za tym idzie, na zdrowie jelitowe. Dodatkowo, ocena dolegliwosci jelitowych
pomaga powiazacé te obiektywne miary z subiektywnym do$wiadczeniem pa-
cjenta, co daje pelniejszy obraz jego stanu zdrowia. Elementy te razem skta-
daja sie na wielokierunkowe podejscie do badania mikrobiomu i jego wptywu
na zdrowie, co moze przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia jaki jest poten-
cjalny wplyw tych czynnikoéw w obrazie zaburzen ze spektrum autyzmu.

Jednym z kluczowych ograniczen badania poziomoéw krotkotancuchowych
kwasow ttuszczowych jest fakt, ze tylko okolo 5% do 10% produkowanych
SCFA jest wydalanych z katem [121] 126 T18]. Wiekszos¢ jest wchlaniana do
krwiobiegu w jelitach. Bez réwnoczesnej analizy poziomoéw SCFA w surowicy
trudno jest dokladnie okresli¢, ile SCFA jest faktycznie produkowane przez
mikrobiote jelitowa i jak efektywne jest ich wchtanianie. Badanie SCFA w kale
moze dostarczy¢ informacji na temat potencjalnej aktywnosci fermentacyjnej
mikrobioty jelitowej, ktorej produktem sa SCFA, w danym momencie. Moze
rowniez dostarczy¢ pewnej wskazowki na temat dominujacych gatunkow bak-
terii w mikrobiocie, poniewaz rézne bakterie produkuja rézne SCFA. Jednak
takie pomiary powinny by¢ interpretowane ostroznie, biorac pod uwage po-
wyzsze ograniczenia oraz fakt, ze sktad mikrobioty i produkcja SCFA moga
sie znaczaco zmienia¢ w czasie oraz w reakcji m.in. na diete.

W tym badaniu liczba uczestnikéw w grupie badanej byta znaczna w po-
rownaniu do wielkosci probek podawanych w dostepnej literaturze naukowe;j
[79]. Wartoscia badania jest wieloptaszczyznowe podejscie do zrozumienia
dynamiki mikrobioty jelitowej poprzez analize SCFA i diety, sktadu mikro-
bioty katu oraz dolegliwosci jelitowych. Jednakze, nie mozna pominaé¢ ogra-
niczen tych metod. Analiza kalu, cho¢ uzyteczna i nieinwazyjna, nie daje
pelnego obrazu mikrobioty jelitowej, a konkretnie nie dostarcza informacji o
mikroorganizmach znajdujacych sie blisko nabtonka jelita. Te mikroorgani-
zmy moga mie¢ bezposredni wplyw na zdrowie gospodarza, a ich aktywnosé

moze by¢ inna niz tych, ktore sa obecne w kale [79]. Ten problem jest do-
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brze rozpoznany i dyskutowany w literaturze naukowej. Jednakze, ze wzgledu
na etyczne i praktyczne ograniczenia zwiazane z pobieraniem probek biopsji
z jelita, analiza katu jest powszechnie stosowana jako najbardziej dostepna
metoda badania mikrobioty jelitowej. Mimo tych ograniczen, badanie katu
dostarcza cennych informacji, ktére mogag pomoéc w zrozumieniu ogdlnych
trendow i wzorcow w mikrobiocie jelitowej, a takze w identyfikacji potencjal-
nych obszaréw, ktére moga wymagaé¢ dalszych badan.

Kolejnym ograniczeniem jest brak jednolitego wskaznika nasilenia zabu-
rzen ze spektrum autyzmu w badanej grupie. Grupa badanych dzieci z za-
burzeniami ze spektrum autyzmu nie przeszta formalnej oceny psychiatrycz-
nej, co oznacza, ze nie dysponowano jednolitym wskaznikiem stopnia nasi-
lenia tych zaburzen. Identyfikacja uczestnikow jako oséb z ASD opierata sie
na deklaracji rodzicow lub opiekunéw prawnych. Niemozno$¢ skorzystania
z formalnej oceny psychiatrycznej stanowi istotne ograniczenie, ale rowniez
podkresla potrzebe dalszych badan, ktore uwzgledniaja precyzyjne pomiary
nasilenia ASD i poréwnuja je z parametrami zdrowia jelitowego. Zaburze-
nia ze spektrum autyzmu majg wysoce heterogenng nature. Objawy ASD sa
bardzo zréznicowane pod wzgledem symptoméw i nasilenia u dotknietych ta
grupa zaburzen osob, a to dodatkowo komplikuje interpretacje wynikow. W
zwiazku z tym, nie podejmowano proby korelacji badanych parametréow ze
stopniem nasilenia choroby. Wyniki powinny by¢ interpretowane z uwzgled-
nieniem tych ograniczen.

Zidentyfikowano kilka istotnych ograniczen w zastosowanej metodzie zbie-
rania danych dietetycznych, ktére moga mie¢ wplyw na wiarygodnosé wy-
nikéow. Przede wszystkim, dane dietetyczne byly zbierane za posrednictwem
dziennika dietetycznego, prowadzonego przez rodzicow lub opiekunéw. Me-
toda ta, cho¢ powszechnie stosowana w badaniach dotyczacych zywienia, nie-
sie ze soba pewne potencjalne problemy. Jednym z nich jest subiektywnosé
oceny, rodzice lub opiekunowie moga réznie interpretowac ilos¢ spozywanego
pokarmu przez dziecko, a btad ten mogt zosta¢ powielony przy interpretacji
dziennika i przenoszenia danych o wielko$ciach porcji do programu Dietetyk-
Pro. Po drugie, dane dotyczace positkow nie byly kwantyfikowane poprzez

wazenie, a jedynie rejestrowane jakosciowo. To oznacza, ze niedostepne bytly
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precyzyjne informacje na temat ilosci konkretnych sktadnikéw odzywcezych
spozywanych przez dzieci. W rezultacie, zrozumienie wpltywu diety na ba-
dane zmienne moze by¢ ograniczone. Po trzecie, prawdopodobienstwo, ze nie
wszystkie sktadniki positkow zostaly uwzglednione w dziennikach, stanowi
kolejne ograniczenie. Istnieje mozliwosé, ze niektore elementy diety, szczegol-
nie te spozywane pomiedzy planowanymi positkami, mogty by¢ pominiete.
Nie brano pod uwage takze stosowanych suplementéw diety, czy witamin.
To moze prowadzi¢ do niedoszacowania spozycia niektorych sktadnikéow od-
zywezych. Nalezy wiec podkresli¢, ze cho¢ metoda dziennika dietetycznego
jest uzyteczna w badaniach, ma pewne ograniczenia, ktére moga wptywac na
doktadno$é uzyskanych wynikow.

Badanie to, pomimo pewnych ograniczen, dostarczyto cennych informacji
dotyczacych dolegliwosci jelitowych u dzieci. Ograniczenia te wynikaly w du-
zej mierze z metody gromadzenia danych oraz zastosowanego wskaznika do-
legliwosci jelitowych. Pierwszym z ograniczen byta subiektywnosé oceny do-
legliwosci jelitowych. Dane byty zbierane za pomoca 14-dniowej karty obser-
wacji, w ktorej rodzice zgltaszali subiektywne objawy, takie jak bol brzucha,
gazy i1 wzdecia, a takze bardziej obiektywne dane dotyczace wyproznienia.
Subiektywizm jest nieuniknionym skutkiem metody zbierania danych opar-
tej na obserwacjach rodzicow, szczegdlnie dotyczy to dzieci z ASD, ktore nie
zawsze komunikuja swoje dolegliwosci. Jednak nawet pomimo tego, zgroma-
dzono informacje, ktére dostarczyly cennych danych dotyczgcych doswiad-
czen dzieci z dolegliwosciami jelitowymi. Zastosowany wskaznik dolegliwosci
jelitowych, ktory, chociaz oparty na publikowanej wezesniej 6-stopniowej skali
dolegliwosci jelitowych [71] i inspirowany kryteriami rzymskimi dotyczacymi

zaparé [275], nie jest formalnie zwalidowanym wskaZnikiem.
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Wnioski

W niniejszej pracy doktorskiej podjeto sie zadania przeprowadzenia szcze-
gotowej analizy mikrobioty fekalnej w trzech grupach: dzieci z zaburzeniami
ze spektrum autyzmu, ich neurotypowego rodzenstwa oraz grupy kontrolnej
neurotypowych, niespokrewnionych dzieci. Dazeniem tych analiz byto wska-
zanie i opisanie réznic w sktadzie mikrobioty, w kontekscie diety i dolegliwosci
jelitowych badanych grup oraz analizy krotkotancuchowych kwaséw ttuszczo-
wych jako markeréw aktywnosci metabolicznej mikrobioty. Przeprowadzono

tez eksploracyjng analize potencjalnych funkeji mikrobiomu.

1. Potwierdzono, ze u chtopcow czesciej diagnozuje sie zaburzenia ze spek-

trum autyzmu.

2. Dzieci z ASD doswiadczaja roznych probleméw zwiazanych z zywie-
niem i uktadem pokarmowym. Dzieci z ASD byly karmione piersia kro-
cej niz niespokrewnione dzieci neurotypowe. Istniata rowniez tendencja
do czestszego wystepowania probleméw z przewodem pokarmowym,
takich jak wzdecia, zaparcia czy obecnos¢ §luzu w kale, a takze nietole-

rancja niektérych pokarmoéw, takich jak produkty zawierajace gluten.

3. Badanie wykazato takze, ze dzieci z ASD i ich neurotypowe rodzeristwo
doswiadczaja czesciej choréb przewlektych, zaburzen neurologicznych
i regularnej koniecznosci przyjmowania lekéw, co sugeruje genetyczne

obcigzenie rodzinne.
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4. Wprowadzenie diety eliminacyjnej i suplementéw diety jest znacznie

czestsze u dzieci z ASD, co wskazuje na to, ze te strategie dietetyczne
moga odgrywacé kluczowa role w zarzadzaniu objawami ASD. Wybior-

czo$¢ pokarmowa byta cecha charakterystyczna dla grupy dzieci z ASD.

. Nie zaobserwowano istotnych réznic w ogoélnej podazy kalorii, biatka,

ttuszezow, weglowodandw, czy wskazniku masy ciala (BMI) miedzy
grupa dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu (ASD), ich neuroty-
powym rodzenstwem i grupa kontrolna, co sugeruje, ze wybiorczos$é po-
karmowa u dzieci z ASD nie prowadzi do objawéw niedozywienia. Jed-
nakze zaobserwowano pewne réznice w spozyciu poszczegolnych sktad-
nikéw pozywienia. Dzieci z ASD spozywaly mniej krétko- i sredniotan-
cuchowych kwasow ttuszczowych, jak rowniez mniej laktozy, w porow-
naniu zaréwno z neurotypowym rodzenstwem, jak i grupa kontrolna.
Roéwniez spozywaly mniej wapnia i folianow, ale tylko w poréwnaniu z
grupa kontrolna. Neurotypowe rodzenstwo spozywalto mniej S-karotenu
i folian6w w poréwnaniu z grupa kontrolna. Mniejsze spozycie laktozy i
wapnia wérod dzieci z ASD moglo by¢ wynikiem stosowania diet elimi-
nacyjnych. Cho¢ ogélne poréwnanie diet nie pokazato istotnych réznic,
szczegdlowa analiza wskazala, ze dieta dzieci z ASD jest bardziej od-
mienna od diety ich neurotypowego rodzeristwa, niz w parach rodzen-
stwa neurotypowego, co potwierdza, ze sa bardziej wybiorcze w swoich

wyborach zywieniowych.

Potwierdzono wczesniejsze doniesienia, ze dolegliwosci jelitowe sa czest-
sze u dzieci z ASD niz u dzieci neurotypowych. Analiza dolegliwosci jeli-
towych wykazata, ze dzieci z ASD i ich neurotypowe rodzenstwo czesciej
doswiadczaty dni z gazami i wzdeciami w poréwnaniu do grupy kontrol-
nej. Dzieci z ASD wykazywaty takze istotne réznice w kolorach stolcow
w poréwnaniu do ich neurotypowego rodzenstwa i grupy kontrolnej,
co moze wskazywaé na specyficzne zmiany w procesach trawienia lub

przyswajania pokarmow.

7. Potwierdzono wczesniejsze doniesienia, ze dolegliwosci jelitowe sa czest-
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10.

sze u dzieci z ASD niz u dzieci neurotypowych. Analiza dolegliwosci
jelitowych wykazalta, ze dzieci z ASD i ich neurotypowe rodzeinistwo cze-
Sciej doswiadczaly dni z gazami i wzdeciami w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Dzieci z ASD wykazywaly takze istotne réznice w kolorach
stolcow w poréwnaniu do ich neurotypowego rodzenstwa i grupy kon-
trolnej, co moze wskazywaé na specyficzne zmiany w procesach trawie-
nia lub przyswajania pokarmoéw. Nasze obserwacje pokazuja odmienne
globalne wzorce wystepowania réznych typow stolca zaréwno u dzieci
z ASD, jak i ich neurotypowego rodzenstwa, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Jednak, rodzeristwo neurotypowe nie réznito sie od grupy
kontrolnej pod wzgledem koloréw stolcow, co sugeruje, ze te rdéznice

moga by¢ specyficzne dla ASD.

. Nie wykryto istotnych statystycznie r6znic w poziomach krotkotancu-

chowych kwaséw thuszczowych, co moglo potencjalnie wskazywacé¢ na

odmienny metabolizmu mikrobioty w badanych grupach.

. Analiza réznorodnosci alfa, wykazata, ze mikrobiota neurotypowego ro-

dzenstwa cechowata sie wieksza réznorodnoscia w poréwnaniu do mi-
krobioty grupy kontrolnej i grupy dzieci z ASD. Analiza réznorodnosci
beta ujawnila znaczace réznice miedzy badanymi grupami. Grupa neu-
rotypowego rodzenstwa byta wyraznie odmienna od niespokrewnione;j
kontroli, a mikrobiomy dzieci z ASD rozmieszczone byly miedzy nimi.
Roéznorodnosé filogenetyczna, zbadana za pomoca wskaznika Weighted
UniFrac, sugeruje jednak, ze mimo réznic w obecnosci i proporcjach
mikroorganizméw, ich relacje filogenetyczne moga by¢ podobne mie-

dzy grupami.

Roéznice obfitosci miedzy Firmicutes i Bacteroidetes nie byly istotne
statystycznie dla dzieci z ASD w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Za-
uwazono natomiast, ze Firmicutes byty prawie dwukrotnie bardziej ob-
fite, a Bacteroidetes ponad trzykrotnie mniej obfite u neurotypowego
rodzenstwa dzieci z ASD w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Dla nie-

spokrewnionej grupy kontrolnej dzieci neurotypowych obfito$¢ Bacte-
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11.

roidetes byta ponad cztery razy nizsza.

Wyniki analizy réznic na poziomie taksonomicznym rodzaju, wykazaty
istotne réznice w obfitosci 53 taksondéw bakteryjnych. Najwazniejsze
z nich to: taksony o obfitosci wiekszej u dzieci z ASD w odniesieniu
do grupy kontrolnej: takson nalezacy do Lachnospiraceae, Gelria, De-
sulfovibrio, a o obfito$ci zmniejszonej u dzieci z ASD w odniesieniu
do grupy kontrolnej: Faecalitalea, Parabacteroides i Odoribacter. Bak-
terie te sa zaangazowane w produkcje kwasu mastowego, rozktadanie
weglowodandw, czy glutaminianu, redukcje siarki i porodukcje kwasu

propionowego.
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Tabela 1: Roznice w obfitosci mikrobiomu.

Takson A vs. K P R vs. K P R vs. A P
Adlercreutzia 0.785 2.97e-14 -0.387 1.26e-78 -1.17 6e-20
Alistipes 0.00564 0.934 -1.57 9.24e-257 -1.58 3.39e-45
Anaerostipes 0.209 0.00252 0.824 1.38e-241 0.615 2.1le-15
Bacteria (Domena*) -0.556 4.75e-13 -2.83e-05 0.972 0.556 4.77e-13
Bacteroides -0.343 1.51e-06 -1.89 1.93e-287 -1.55 2.44e-46
Bifidobacterium 0.151 0.028 0.592 2.1e-220 0.442 1.66e-09
Blautia 0.645 1.51e-16 1.12 1.57e-269 0.472 1.48e-10
Butyricicoccus 0.823 2.35e-22 1.18 5.93e-246 0.36 5.18e-07
Butyricimonas -0.0979 0.152 -2.07 9.18e-167 -1.97 2.12e-39
Clostridiales (Rzad*) 1.02 1.41e-24 1.04 2.02e-166 0.0173 0.799
Clostridiales (Rzad*) 0.525 3.41e-11 1.33 2.05e-171 0.801 7.8e-19
Clostridiales (Rzad*) 0.643 9.32e-15 0.96 1.59e-171 0.316 1.19e-05
Clostridiales (Rzad*) 0.351 8.38e-07 0.362 5.2e-204 0.0108 0.873
Clostridium.sensu.stricto.1 1.28 3.69e-33 2.02 1.97e-216 0.739 3.32e-18
Desulfovibrio 1.65 1.64e-05 2.34 2.29e-14 0.692 0.000505
Dorea 0.575 1.47e-13 0.927 8.42e-215 0.351 1.08e-06
Eggerthella 0.289 9.81e-05 0.0579 2.81e-49 -0.231 0.00134
Eubacterium..brachy.group 0.969 3.05e-15 0.161 1.28e-52 -0.808 3.72e-13
Eubacterium..xylanophilum.group -0.587 9.45e-12 -0.465 1.36e-104 0.121 0.0782
Faecalibacterium -0.461 4.04e-10 -0.129 8.15e-143 0.331 3.13e-06
Faecalitalea -6.07 0.000123 -3.92 2.13e-08 2.14 0.000985
Family.XIII (Rodzina*) 0.105 0.143 0.0939 1.2e-22 -0.0113 0.87
Flavonifractor 0.0622 0.364 -0.912 8.44e-72 -0.975 8.83e-15
Fusicatenibacter 0.0383 0.573 0.736 6.56e-225 0.698 4.99e-18
Gelria 1.69 6.66e-09 -1.9 8.22e-26 -3.59 1.69e-11
Intestinibacter 0.346 1.44e-06 0.949 1.62e-217 0.602 1.59e-14
Lachnoclostridium 0.0345 0.612 -0.811 4.65e-227 -0.845 5.11e-23
Lachnospiraceae (Rodzina*) 0.208 0.00878 -1.14 7.64e-37 -1.35 3.73e-11
Lachnospiraceae (Rodzina*) 2.48 0.000738 1.44 1.53e-07 -1.03 0.00423
Lachnospiraceae (Rodzina*) 1.09 5.74e-08 0.195 8.71e-20 -0.897 3.17e-07
Lachnospiraceae (Rodzina*) 0.394 1.54e-07 0.734 1.97e-146 0.339 3.79e-06
Lachnospiraceae (Rodzina*) -0.0208 0.759 0.308 2.42e-95 0.329 1.09e-05
Lachnospiraceae. UCG.004 -0.0274 0.686 -0.447 2.44e-145 -0.42 2.4e-08
Odoribacter -0.611 1.42e-14 -1.86 1.26e-235 -1.24 9.01e-34
Oscillibacter 0.619 1.1e-11 0.0782 9.1e-57 -0.541 4.49e-10
Parabacteroides -0.616 4.26e-15 -1.96 1.97e-258 -1.35 1.32e-38
Peptococcus -0.28 0.0142 0 1 0.28 0.0142
Peptostreptococcaceae. Ambiguous_taxa (Rodzina*) 0.674 6.85e-16 1.13 1.99e-185 0.459 1.57e-09
Ruminococcaceae (Rodzina) -0.235 0.000747 -0.41 5.92e-185 -0.175 0.011
Ruminococcaceae (Rodzina*) 0.27 0.000221 0.214 6.35e-83 -0.0561 0.41
Ruminococcaceae (Rodzina*) 0.201 0.00388 -0.487 9.45e-167 -0.687 8.63e-17
Ruminococcaceae (Rodzina*) 0.246 0.000487 0.457 2.11e-150 0.211 0.00261
Ruminococcaceae. Ambiguous_taxa (Rodzina*) 0.216 0.00203 0.309 2.27e-129 0.0928 0.174
Ruminococcaceae. UCG.013 0.795 6.28e-21 0.95 3.73e-220 0.155 0.0244
Ruminococcaceae. UCG.014 1.05 2.4e-24 -0.524 3.9e-132 -1.58 1.25e-34
Ruminococcus.1 -0.507 4.73e-11 -0.91 5.32e-187 -0.403 5.08e-08
Staphylococcus -0.544 0.00396 0.0688 1.32e-06 0.613 0.0028
Subdoligranulum -0.366 3.55e-07 0.261 8.27e-175 0.626 1.52e-15
Subdoligranulum -0.379 6.48e-07 -0.88 1.19e-124 -0.501 7.38e-10
Terrisporobacter 0.839 2.78e-16 1.14 1.22e-109 0.301 5.29e-05
Turicibacter -0.262 0.000398 0.494 5.1e-82 0.755 9.79e-14
Tyzzerella.3 1.28 1.38e-08 1.56 8.81e-28 0.271 0.00301
Veillonella 0.00815 0.904 -0.573 1.22e-110 -0.582 1.22e-11
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K16792: aksD; methanogen homoaconitase large subunit [EC:4.2.1.114]

K00392: sir; sulfite reductase (ferredoxin) [EC:1.8.7.1]

K06981: ipk; isopentenyl phosphate kinase [EC:2.7.4.26]

K01622: K01622; fructose 1,6-bisphosphate aldolase/phosphatase [EC:4.1.2.13 3.1.3.11]
K12234: cofE, fbiB; coenzyme F420-0:L-glutamate ligase / coenzyme F420-1:gamma-L-glutamate ligase [EC:6.3.2.31 6.3.2.34]
K08097: comA; phosphosulfolactate synthase [EC:4.4.1.19]

K03795: cbiX; sirohydrochlorin cobaltochelatase [EC:4.99.1.3]

K11781: cofH; FO synthase subunit 2 [EC:2.5.1.77]

K11780: cofG; FO synthase subunit 1 [EC:2.5.1.77]

K00150: gap2; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (NAD(P)) [EC:1.2.1.59]

K11260: fwdG; 4Fe-4S ferredoxin

KO07151: STT3; dolichyl-diphosphooligosaccharide---protein glycosyltransferase [EC:2.4.99.18]
K08358: ttrB; tetrathionate reductase subunit B

K03552: hjr; holliday junction resolvase Hjr [EC:3.1.22.4]

K16793: aksE; methanogen homoaconitase small subunit [EC:4.2.1.114]

K10977: aksA; methanogen homocitrate synthase [EC:2.3.3.14 2.3.3.-]

K10550: alsC; D-allose transport system permease protein

K13820: fliR-flhB; flagellar biosynthetic protein FIiR/FIhB

K12293: comB; competence factor transport accessory protein ComB

K01905: acdA; acetate---CoA ligase (ADP-forming) subunit alpha [EC:6.2.1.13]

K15780: tilS-hprT; bifunctional protein TilS/HprT [EC:6.3.4.19 2.4.2.8]

K13935: mdcH; malonate decarboxylase epsilon subunit [EC:2.3.1.39]

K02594: nifV; homocitrate synthase NifV [EC:2.3.3.14]

K13275: isp; major intracellular serine protease [EC:3.4.21.-]

K05739: seaA; uncharacterized protein

K14166: ycnJ; copper transport protein

K19084: braE, bceB; bacitracin transport system permease protein

K11632: beeB, vraE; bacitracin transport system permease protein

K11631: beeA, vraD; bacitracin transport system ATP-binding protein

K19083: braD, bceA; bacitracin transport system ATP-binding protein

K19080: vraG; cationic antimicrobial peptide transport system permease protein

K19078: graR; two-component system, OmpR family, response regulator protein GraR
K19077: graS; two-component system, OmpR family, sensor histidine kinase GraS [EC:2.7.13.3]
K18941: arlR; two-component system, OmpR family, response regulator ArlR

K18935: sdrM; MFS transporter, DHA2 family, multidrug resistance protein

K18766: blaZ; beta-lactamase class A BlaZ [EC:3.5.2.6]

K04478: sgtB; monofunctional glycosyltransferase [EC:2.4.1.129]

KO06347: kapB; kinase-associated protein B

K07681: vraS; two-component system, NarL family, vancomycin resistance sensor histidine kinase VraS [EC:2.7.13.3]
KO07800: agrD; AgrD protein

K08255: cdr; CoA-disulfide reductase [EC:1.8.1.14]

K09813: hrtB; hemin transport system permease protein

K12552: pbpA; penicillin-binding protein 1 [EC:3.4.-.-]

K12551: sgtA; monofunctional glycosyltransferase [EC:2.4.1.129]

K09814: hrtA; hemin transport system ATP-binding protein [EC:3.6.3.-]

K10850: narT; MFS transporter, NNP family, putative nitrate transporter

K11442: K11442; putative uridylyltransferase [EC:2.7.7.-]

K11476: K11476, gntR; GntR family transcriptional regulator, gluconate operon transcriptional repressor
K02352: drp35; lactonase [EC:3.1.1.-]

K13531: adaB; methylated-DNA-[protein]-cysteine S-methyltransferase [EC:2.1.1.63] eIk}

ASD vs. Kontrola

Rodzenstwo vs. Kontrola

-1.24
-5.91
-2.42
-2.42
-2.42
-2.83

Rodzenstwo vs. ASD

Rysunek 1: Poréwnanie istotnych statystycznie, nieczulych na dodanie

pseudo-counts, ortologow genow (KO, KEGG Orthology), rozniacych sie co

najmniej miedzy jedna para grup. Na rysunku zaprezentowano 50 ortologdw

o najwiekszym i najmniejszym efekcie, wszystkie p < 0,05, posortowane po

malejacej logarytmicznej réznicy pomiedzy grupa ASD i grupa kontrolna.
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EC:2:33.14: Homocirate synvase R 07

EC:5.4.3.5: D-ornithine 4,5-aminomutase 0.51
EC:3.2.1.170: Mannosylglycerate hydrolase _ -0.08
EC:3.2.1.122: Maltose-6'-phosphate glucosidase 0.10
EC:1.14.12.17: Nitric oxide dioxygenase _ 0.26
EC:4.3.1.14: 3-aminobutyryl-CoA ammonia-lyase — 0.37
EC:1.2.99.5: Formylmethanofuran dehydrogenase “ 0.67 -0.12 1

EC:3.2.1.93: Alpha,alpha-phosphotrehalase — 0.73 -0.04

EC:1.11.1.10: Chloride peroxidase 0.71 | 0 | 0.25
EC:4.1.2.40: Tagatose-bisphosphate aldolase 0.70 0.37
EC:1.1.1.17: Mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase 0.69 0.24
EC:2.7.1.144: Tagatose-6-phosphate kinase 0.63 . oss 0.25
EC:2.4.2.53: Undecaprenyl-phosphate 4-deoxy-4-formamido-L-arabinose transferase 0.63 1.16 0.53 1.
EC:2.9.1.1: L-seryl-tRNA(Sec) selenium transferase 0.60 0.17
EC:3.4.11.5: Prolyl aminopeptidase 0.60 “ 0.32
EC:2.7.8.12: CDP-glycerol glycerophosphotransferase 0.59 _ 0.32
EC:1.1.1.346: 2,5-didehydrogluconate reductase (2-dehydro-L-gulonate-forming) 0.58 0.47 -0.12
EC:2.1.1.79: Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase 0.55 _ 0.51
EC:1.1.1.57: Fructuronate reductase 0.55 _ 0.39 0
EC:2.7.7.77: Molybdenum cofactor guanylyltransferase 0.53 “ 0.38
EC:1.2.1.2: Formate dehydrogenase 0.53 0.40 -0.13
EC:2.4.1.4: Amylosucrase 052 I
EC:2.6.1.2: Alanine transaminase 0.52 _
EC:2.6.1.66: Valine--pyruvate transaminase 0.50 _
EC:2.1.1.245: Co-methyltransferase 0.49 _“
EC:2.1.1.258: Co-methyltransferase 0.48 _“ -0
EC:2.3.1.169: CO-methylating acetyl-CoA synthase 0.48 [ 125 I
EC:1.2.7.4: Carbon-monoxide dehydrogenase (ferredoxin) 0.48 _
EC:3.6.3.40: Teichoic-acid-transporting ATPase 0.45 “
EC:1.2.1.70: Glutamyl-RNA reductase 0.43 o0&
EC:1.2.7.11: 2-oxoacid oxidoreductase (ferredoxin) -0.44 _
EC:1.2.7.3: 2-oxoglutarate synthase -0.44 _ -
EC:2.7.7.38: 3-deoxy-manno-octulosonate cytidylyltransferase -0.48 _
EC:2.1.1.184: 23S rRNA (adenine(2085)-N(6))-dimethyltransferase -0.48 -0.51 -0.03
EC:5.4.99.2: Methylmalonyl-CoA mutase -0.48 _—
EC:1.4.1.1: Alanine dehydrogenase -0.51 _—
EC:4.1.1.15: Glutamate decarboxylase -0.52 _—
EC:1.11.1.6: Catalase -0.52 _“
EC:5.4.2.8: Phosphomannomutase -0.54 _“ -
EC:3.1.3.45: 3-deoxy-manno-octulosonate-8-phosphatase -0.54 _ -0.68
EC:1.17.99.6: Epoxyqueuosine reductase -0.63 _“
EC:3.1.1.32: Phospholipase A(1) -0.64 _—
EC:3.1.1.4: Phospholipase A(2) 0.64 A o
EC:4.3.1.4: Formimidoyltetrahydrofolate cyclodeaminase -0.65 “
EC:1.2.1.22: Lactaldehyde dehydrogenase -0.68 _ -0.54 -
EC:1.2.1.21: Glycolaldehyde dehydrogenase -0.71 _ -0.54
EC:1.8.5.2: Thiosulfate dehydrogenase (quinone) -0.73 _
EC:2.3.1.201: UDP-2-acetamido-3-amino-2,3-dideoxy-glucuronate N-acetyltransferase -0.73 _
EC:2.7.7.43: N-acylneuraminate cytidylyltransferase _“
EC:2.5.1.56: N-acetylneuraminate synthase _

ASD vs. Kontrola  Rodzeristwo vs. Kontrola Rodzenstwo vs. ASD

Rysunek 2: Poréwnanie istotnych statystycznie, nieczutych na dodanie

~—

pseudo-counts, enzyméw (EC, Enzyme Commission numbers), roznigcych sie
co najmniej miedzy jedna para grup. Na rysunku zaprezentowano 50 enzy-
moéw o najwiekszym i najmniejszym efekcie, wszystkie p < 0, 05, posortowane

po malejacej logarytmicznej réznicy pomiedzy grupa ASD i grupa kontrolna.
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LACTOSECAT-PWY: lactose and galactose degradation |

P461-PWY: hexitol fermentation to lactate, formate, ethanol and acetate
PWY-7003: glycerol degradation to butanol

PWY-1861: formaldehyde assimilation Il (RuMP Cycle)

PWY-7377: cob(ll)yrinate a,c-diamide biosynthesis | (early cobalt insertion)
GOLPDLCAT-PWY: superpathway of glycerol degradation to 1,3-propanediol
HEXITOLDEGSUPER-PWY: superpathway of hexitol degradation (bacteria)
PWY-6876: isopropanol biosynthesis

PWY-5022: 4-aminobutanoate degradation V

RUMP-PWY: formaldehyde oxidation |

PWY-2941: L-lysine biosynthesis Il

PWYO0-1061: superpathway of L-alanine biosynthesis

METH-ACETATE-PWY: methanogenesis from acetate

PWY-5677: succinate fermentation to butanoate

NAD-BIOSYNTHESIS-II: NAD salvage pathway Il

PWY-6891: thiazole biosynthesis Il (Bacillus)

PWY-5705: allantoin degradation to glyoxylate III

FUCCAT-PWY: fucose degradation

PWY-5189: tetrapyrrole biosynthesis Il (from glycine)

GLUCUROCAT-PWY: superpathway of &beta;-D-glucuronide and D-glucuronate degradation
PWY-5188: tetrapyrrole biosynthesis | (from glutamate)

PWY-7315: dTDP-N-acetylthomosamine biosynthesis

TEICHOICACID-PWY: teichoic acid (poly-glycerol) biosynthesis
GLCMANNANAUT-PWY: superpathway of N-acetylglucosamine, N-acetylmannosamine and N-acetylneuraminate degradation
P42-PWY: incomplete reductive TCA cycle

PWY-6700: queuosine biosynthesis

THISYN-PWY: superpathway of thiamin diphosphate biosynthesis |
PWY-6507: 4-deoxy-L-threo-hex-4-enopyranuronate degradation

PWY-7371: 1,4-dihydroxy-6-naphthoate biosynthesis Il

PWY-5345: superpathway of L-methionine biosynthesis (by sulfhydrylation)
PWY-5695: urate biosynthesis/inosine 5'-phosphate degradation
FASYN-ELONG-PWY: fatty acid elongation -- saturated

PWYO0-1241: ADP-L-glycero-&beta;-D-manno-heptose biosynthesis
POLYISOPRENSYN-PWY: polyisoprenoid biosynthesis (E. coli)

PWYO0-845: superpathway of pyridoxal 5'-phosphate biosynthesis and salvage
PWY-5154: L-arginine biosynthesis Il (via N-acetyl-L-citrulline)

CODH-PWY: reductive acetyl coenzyme A pathway

PWY-7332: superpathway of UDP-N-acetylglucosamine-derived O-antigen building blocks biosynthesis
PWY-7456: mannan degradation

PWY-6749: CMP-legionaminate biosynthesis |

PYRIDOXSYN-PWY: pyridoxal 5'-phosphate biosynthesis |

PWY-6467: Kdo transfer to lipid IVA Ill (Chlamydia)

PWY-5415: catechol degradation | (meta-cleavage pathway)

P108-PWY: pyruvate fermentation to propanoate |

NAGLIPASYN-PWY: lipid IVA biosynthesis

HISDEG-PWY: L-histidine degradation |

PWY-1269: CMP-3-deoxy-D-manno-octulosonate biosynthesis |

PWY-7323: superpathway of GDP-mannose-derived O-antigen building blocks biosynthesis
PWY-6728: methylaspartate cycle

-0.21
-0.22
-0.22
-0.22

-0.34
-0.35
-0.38
-0.38
-0.38
-0.38
-0.38

ASD vs. Kontrola i’ i E i t 3
NN N IS o

0.72

0.59
0.49
002

0.58

-0.55

-0.09

0.15

Rodzenstwo vs. Kontrola

0.25
0.15

Tooi |

0.17
0.31 -0
0.47
0.30
0.38
0.28
0.38
0.58

-0.20
0.26
-0.56
0.54

Rodzenstwo vs. ASD H
©

Rysunek 3: Pordéwnanie istotnych statystycznie, nieczulych na dodanie

pseudo-counts, $ciezek metabolicznych (Pathways), rézniacych sie co naj-

mniej miedzy jedna para grup. Na rysunku zaprezentowano 50 Sciezek me-

tabolicznych o najwickszym i najmniejszym efekcie, wszystkie p < 0,05, po-

sortowane po malejacej logarytmicznej réznicy pomiedzy grupa ASD i grupa

kontrolna.
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