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1. Wstep

Podstawowg funkcja ukladu pokarmowego jest trawienie 1 absorpcja sktadnikéw odzywczych
dostarczanych wraz z pozywieniem. Ponadto skoordynowana praca watroby i trzustki jest niezbedna do
osiggniecia prawidtowego odzywienia. Trawienie pokarmdéw jest zlozonym procesem, zalezne jest od
sekrecji $liny, hormonéw jelitowych, enzyméw czy motoryki przewodu pokarmowego. Jakakolwiek
patologia w obrebie zotadka czy jelit powstata na skutek zabiegéw chirurgicznych, chorob
autoimmunologicznych czy hiperkolonizacji bakteryjnej moze by¢ przyczyng zespotu zaburzen
wchlaniania. Bardzo czgstym objawem, ktory utrudnia normalne funkcjonowanie chorego jest biegunka
oraz thuszczowe stolce, jednak nie zawsze te objawy musza by¢ manifestowane przez pacjentow. [1]
Zespot zaburzen wchtaniania obejmuje wiele jednostek klinicznych, ktére prowadza do przewlektych
biegunek, wzde¢ oraz niedozywienia, a zaburzenia te moga by¢ wrodzone lub nabyte.[2] Celiakia jest
szczeg6lnym typem zespotu zaburzen wchtaniania, patogeneza jest wieloczynnikowa i nie do konca jeszcze
poznana. [3] Badania pokazuja, ze w ciggu 20 lat wzrosta czgsto$¢ rozpoznawania choroby trzewnej.[4]

Z uwagi na roéznorodne manifestacje kliniczne od poczatku objawdéw do postawienia rozpoznania mija
niekiedy wiele lat, ponadto chorobe trzewng i inne zespoty zaburzen wchtaniania nalezy réznicowaé z
innymi jednostkami klinicznymi np. nieswoistymi zapaleniami jelit. [5]

Inng, czesta przyczyna zespotu zaburzen wchianiania jest SIBO — przerost bakteryjny jelita cienkiego
(small intestine bacterial overgrowth), ktory rowniez prowadzi do ogélnoustrojowych nastepstw takich jak

osteoporoza i niedokrwisto$¢ makrocytarna. [6]

W rozprawie doktorskiej ze wzgledu na mnogos¢ jednostek chorobowych powodujacych zespot zaburzen
wchtaniania oraz r6zne manifestacje kliniczne dokonam analizy choroby trzewnej oraz SIBO ze wzgledu
na wzrost zachorowalnos$ci w ostatnich latach. [4,6] Celem pracy byta ocena profilu biatkowego w surowicy
krwi u pacjentow z chorobg trzewna oraz przerostem bakteryjnym w poszukiwaniu nowych,
matoinwazyjnych metod diagnostycznych. Na poczatku omoéwitam definicje, etiopatogeneze oraz
watpliwosci diagnostyczne w rozpoznawaniu celiakii oraz SIBO, w kolejnych rozdziatach przedstawitam
materiat oraz metody oraz ocenitam zaleznoSci pomigdzy wynikami badan proteomicznych, stanu
klinicznego pacjentdw oraz wynikami badan laboratoryjnych, a na koniec wyciggngtam konstruktywne

whnioski.



1.1 Celiakia — etiopatogeneza oraz problemy diagnostyczne.

Celiakia definiowana jest jako choroba o podtozu immunologicznym; objawy wywolywane sg przez
spozycie glutenu u 0s6b predysponowanych. [7] Pierwszy raz jako choroba zostata opisana w 1887 r przez
Samuela Gee, natomiast hipotez¢ sugerujaca spozycie zboz jako przyczyne schorzenia przedstawil w 1941
William Dickie. [8]

Na rozwoj choroby wptywa wiele czynnikow m.in. $rodowiskowe, immunologiczne oraz genetyczne. [9]
Zwiekszone ryzyko zachorowania na chorobe trzewng wystepuje u 0sob z rozpoznang cukrzycg typu 1,
zespolem Turnera, zespotem Williamsa, autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy i/lub watroby,
niedoborem przeciwcial w klasie IgA oraz u krewnych I stopnia chorych na celiaki¢. Pod wptywem
spozywania glutenu dochodzi do wytwarzania swoistych przeciwciat oraz reakcji zapalnej i niszczenia

kosmkoéw w obrebie jelita cienkiego. [10]

Choroba trzewna byta od zawsze uwazana za chorobg wieku rozwojowego, obecnie obserwuje si¢ wzrost
liczby zachorowan u oséb dorostych i starszych. W 1960 roku okoto 4% nowych przypadkow celiakii
dotyczylo osob po 60 roku zycia, w pozniejszych latach wedtug badan odsetek ten zwigkszyt si¢ do 34%.
Czgsciej chorujg kobiety w stosunku 2:1, po 65 r. Z nastgpuje wyrownanie proporcji. [11] W przypadku
cztonkéw rodziny osoby chorej ryzyko wystapienia objawdéw choroby wynosi okoto 10%, natomiast u
blizniagt jednojajowych ryzyko to wynosi okoto 75%. Badania epidemiologiczne pokazuja, ze czgstos¢
wystepowania choroby trzewnej w Europie oraz na innych kontynentach wynosi 1:200 lub nawet 1:100
co odpowiada 0,18% - 1,2% populacji ogélnej. [12] W populacji Ameryki Lacinskiej odsetek zachorowan
wynosi migdzy 0,46% a 0,64% liczby ludnosci, [13] natomiast w krajach azjatyckich takich jak Indonezja,
Japonia czy Korea z uwagi na niskie spozycie zboz choroba trzewna wystepuje rzadko. [4]

Spozywanie glutenu oraz posiadanie odpowiednich antygenow HLA uwazane jest za gldwne czynniki
wywolujace chorobe. Sugerowane jest silne powigzanie z antygenami HLA -DQ2 (allele
DQA1*05/DQB1*02) oraz HLA — DQ8 (DQA1*03/DQB1*¥0302). Pacjenci manifestujacy objawy
kliniczne celiakii w 90-95% posiadaja haplotypy HLA — DQ2 oraz w 5-10% haplotypy HLA — DQ8. [14]
Z antygenow HLA — DQ2 mozna wyodregbni¢ 2 podtypy : HLA — DQ2.5 oraz HLA — DQ2.2. Bardzo silne
powigzanie migdzy posiadaniem haplotypu HLA —DQ?2.5 a chorobg trzewng thumaczy si¢ powinowactwem
do biatek wigzacych gluten; natomiast posiadanie haplotypu HLA - DQ2.2 przyczynia si¢ mniej do ryzyka
zachorowania. Ponadto ryzyko jest poroéwnywalnie wigksze u homozygot HLA — DQ2.5 lub genotypéw
HLA — DQ2.2/DQ2.5 w stosunku do homozygot HLA -DQ2.2 lub heterozygot HLA — DQ2.5 lub DQ2.2.
[15]



Glowng rolg w patogenezie choroby odgrywa spozywanie glutenu. Jest to nierozpuszczalna w wodzie
frakcja biatek wystgpujaca w ziarnach zb6z (gliadyna w pszenicy, sekalina w zycie, hordeina w jeczmieniu)
oraz gatunkach mieszanych. [16-17] Glutamina stanowi okoto 35% udziatlu aminokwasow w biatkach
glutenowych, natomiast prolina 15-20%. [18] Gliadyny i gluteniny sg biatkami wystepujacymi naturalnie
w pszenicy. Ze wszystkich biatek pochodzacych ze zbdz najwiekszy potencjal immunogenny posiadaja
gliadyny, co wigcej rozne typy gliadyn (alfa/beta, gamma oraz omega) moga na wiele sposobow
stymulowa¢ limfocyty T. Gliadyny kodowane sa przez 6 gtdéwnych loci: Gli-Al, Gli-B1, Gli-D1 oraz Gli-
A2, Gli — B2 oraz Gli -D2 na krotkich ramionach homologicznych chromosomow 1 i 6. [19] Najwigksza
immunogennoscig cechuja si¢ gliadyny alfa; zidentyfikowano 4 epitopy odpowiedzialne za stymulacje
limfocytow T: dwa wigksze — zwigzane z naktadaniem si¢ DQ2.5 — gliaal i 02 oraz mniejsze zwigzane z
DQ2.5 —gliao3 oraz DQ8 — gliaa 1. Badania pokazuja, ze immunogenno$¢ poszczegolnych gatunkow zboz
rozni si¢ miedzy soba. [20] Wspodlczesne odmiany pszenicy modyfikowane genetycznie cechuja si¢
wigkszg immunogennoscia, zwlaszcza w zakresie epitopow glia — a 9 (PFPQPQLPY) oraz glia - 020

(FRPQQP — YPQ) w stosunku do odmian uprawianych w przesztosci. [21]

W warunkach fizjologicznych enzymy rabka szczoteczkowego jelita cienkiego, zotadka czy trzustki
katalizuja reakcje hydrolizy biatek na mniejsze peptydy lub aminokwasy, jednak w przebiegu celiakii
toksyczne peptydy bogate w proling sg trudne do trawienia. Z uwagi na brak mozliwosci hydrolizy dochodzi
do akumulacji fragmentéw biatkowych zawierajacych spore ilosci proliny oraz glutaminy w §wietle jelita
cienkiego. Limfocyty T CD4+ rozpoznaja epitopy peptydowe, ktore prezentowane sa przez kompleks MHC
Il, co prowadzi do wywotania reakcji zapalnej. Dochodzi do zaburzen w zakresie integralnosci potaczen
miedzykomorkowych blony Sluzowej jelita cienkiego oraz aktywacji podnabtonkowej tkanki limfoidalne;j.
Badania sugerujg takze udziat zonuliny we wzro$cie przepuszczalnosci btony $sluzowej u pacjentéw z
celiakig. [22] Interakcja limfocytow T pomiedzy deamidowanymi peptydami gliadynowymi powstajacymi
z trawienia glutenu oraz czasteczkami HLA DQ2/8 indukujacymi aktywacje limfocytow w blaszce
wlasciwej btony §luzowej prowadzi do destrukcji tkanek. Jednakze czgs¢ osob zdrowych rowniez posiada
antygeny HLA DQ2/8. [23]

Limfocyty T CD4+ rozpoznaja epitopy biatek glutenowych prezentowanych przez kompleksy HLA, w
nastepstwie czego uwalniaja duze ilosci interferonu gamma oraz cytokin prozapalnych. Ponadto limfocyty
T aktywuja limfocyty B do produkcji przeciwcial przeciwko transglutaminazie tkankowej czy peptydom
gliadynowym specyficznym dla choroby trzewnej. Transglutaminaza tkankowa jest enzymem
katalizujagcym deamidacj¢ peptydéw glutenowych; takie modyfikacje nadaja ujemny tadunek peptydom,
ktore silnie wigzg si¢ z czasteczkami HLA. Limfocyty T sg skierowane przeciwko deamidowanym
peptydom a nie peptydom natywnym. Specyficzno$¢ enzymu tranglutaminaza tkankowa ma kluczowe

znaczenie w selekcji epitopow dla limfocytow T. [24] Deamidowane peptydy gliadynowe bardzo silnie



wigzg si¢ z heterodimerami HLA - DQ2/DQ8 znajdujacymi si¢ na powierzchni komoérek prezentujacych
antygen (APC — antygen presenting cel) czyli makrofagach i komoérkach dendrytycznych. Prezentacja
antygenu prowadzi do aktywacji limfocytéw T oraz uwalniania interferonu. Temu zjawisku towarzyszy
aktywacja odpornosci nieswoistej zwigzanej z interleuking 15 (IL -15). Osoby chorujace na celiakie cechuja
si¢ wyzszym stezeniem IL — 15. Wysokie stezenie IL — 15 prowadzi do nadekspresji receptora NKG2D dla
komdrek NK (naturalkillers) oraz CD94/NKG2C na powierzchni cytotoksycznych limfocytow
srodepitelialnych jelita (IEL; intraepithelial lymphocytes), co z kolei prowadzi do niszczenia enterocytéw
oraz umozliwia wnikanie peptydow gliadynowych wgtab blaszki wlasciwej oraz dalszej immunizacji. [25]
Rola komorkowej odpowiedzi immunologicznej w patogenezie choroby trzewnej jest tylko cze$ciowo
wyjasniona. W schorzeniach autoimmunologicznych poczatkowo opisywana jest polaryzacja limfocytow
CD4+ Thl, jednakze takze zaangazowane zostaja limfocyty Th17, co jest charakterystyczne dla ostrej
reakcji zapalnej. Odsetek limfocytow Th17 u osob chorujacych na celiakie jest nizszy i podobny do tego
obserwowanego u 0sob zdrowych. W przypadku wspoétistnienia choroby Hashimoto odsetek ten jest

Znaczaco wyzszy. [26]

Wyrodznia si¢ cztery postacie kliniczne choroby trzewne;:

e P1-klasyczna postac celiakii — pacjenci gldéwnie manifestuja biegunki, zmeczenie, zespot zaburzen
wchtaniania oraz ogdlnie pojete niedozywienie,

e P2 — nieklasyczna posta¢ celiakii — pacjenci prezentuja niespecyficzne objawy takie jak
nieptodno$¢, niewyjasniona niedokrwisto$¢ z niedoboru zelaza, osteoporoza, Dermatitis
herpetiformis, niewyjasnione choroby watroby czy objawy neurologiczne,

e P3 — posta¢ latentna - pacjenci serologicznie dodatni z prawidlowa histologicznie architektonika
btony $luzowej dwunastnicy,

e P4 —pacjenci z chorobg wykrytg w trakcie badan przesiewowych grup podwyzszonego ryzyka. [27]

Badania przesiewowe w kierunku celiakii wykonuje si¢ u pacjentdéw manifestujagcych objawy
gastroenterologiczne oraz dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku celiakii; z rozpoznanymi chorobami
autoimmunologicznymi, niedoborem przeciwcial w klasie IgA, niewyjasnionga niedokrwistoscig z
niedoboru zelaza oporng na suplementacje doustng czy rozpoznanym dermatitis herpetiformis na podstawie
biopsji skory. Mniejsze ryzyko zachorowania bedace rowniez wskazaniem do testow przesiewowych
obejmuje pacjentéw z rozpoznanym zespotem Downa/Turnera, zaburzeniami ptodnosci, zespotem jelita
drazliwego, ataksja, zaburzeniami w obrgbie szkliwa czy mikroskopowym zapaleniem jelita grubego. [28]
Badania pokazuja, ze 1 na 31 pacjentow z niedokrwisto$cig z niedoboru zelaza prezentuje histologiczne

cechy celiakii, stad potrzeba wykonywania badan przesiewowych u tych pacjentow. [29]
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W zaleznosci od wieku w momencie rozpoznania dominujg zréoznicowane objawy. Dzieci do lat dwdch
najczesciej manifestujg niedozywienie, biegunki, wzdgcia, wymioty czy atrofi¢ mi¢$niowa. Starsze dzieci
prezentujg bole brzucha, niedobor wzrostu, opdznienie dojrzewania ptciowego czy luzne wyproznienia.
Osoby doroste prezentujg zespot jelita drazliwego, zaparcia, osteoporoze¢, niedobor zelaza czy wzrost
parametrow watrobowych (transaminaz). [30] Pacjenci po 65 roku zycia w 80 % manifestuja
niedokrwisto$§¢ z niedoboru zelaza, otylo$¢, zaburzenia neurologiczne oraz z ukladu sercowo
naczyniowego, osteopenig¢. Nizszy jest tez stopien destrukcji kosmkow —w skali Marsha jest to 1-2. Objawy
gastroenterologiczne sg niespecyficzne; najczesciej sg to wzdecia, zaparcia, dyskomfort w jamie brzusznej,
rzadko wystepuje niedozywienie.[11,31]

Szczegolng postacia jest dermatitis herpetiformis — opryszczkowate zapalenie skory, choroba Duhringa —
przewlekta dermatoza pecherzowa przebiegajaca z immunizacja wobec transglutaminaz, najczesciej
wystepuje w 3 dekadzie zycia. Gtéwnym antygenem jest transglutaminaza naskorkowa tworzaca depozyty
w skorze razem z IgA stajac si¢ induktorem aktywacji neutrofili wraz z tworzeniem pecherzykoéw. Zmiany
skorne o charakterze rumienia i pecherzykow wystepuja na lokciach, kolanach, posladkach, okolicy
krzyzowej i topatkach. Sama celiakia za§ ma przebieg bezobjawowy.[32]

W badaniach laboratoryjnych wystepuja niedobory witamin A,D,E, Zelaza oraz cynku, hipoalbuminenia
czy niewyjasniony wzrost transaminaz. Rzadko wystepuja niedobory witaminy B12. [33-34]

Diagnostyka serologiczna obejmuje badania krwi w kierunku przeciwciat anty tTG w klasie IgA
(przeciwko transglutaminazie tkankowej) oraz EMA (przeciwko endomysium). W przypadku
stwierdzonego niedoboru przeciwciat w klasie IgA wykonuje si¢ testy na obecno$¢ przeciwciat anty tTG
w klasie 1gG oraz anty DGP w klasie IgG (przeciwko deamidowanym peptydom gliadynowym). Testy do
wykrywania anty DGP w klasach IgA oraz IgG sg bardziej specyficzne od testéw bazujacych na natywnej
gliadynie (AGA — antigliadin antybodies). [35] Wedtug wielu badan przeciwciata anty tTG w klasie IgA
oraz EMA cechujg si¢ swoistoscig i specyficznoscig powyzej 95% [36] W przypadku uzyskania u dzieci
stezen przeciwciat anty tTG IgA oraz anty DGP IgA 10x powyzej gérnej granicy normy mozna rozwazy¢
odstgpienie od biopsji dwunastnicy. [37]. Badania serologiczne wykorzystywane sa takze do

monitorowania przestrzegania diety bezglutenowej. [34]

11



Tabela 1. Czulo$¢ i specyficznos¢ oraz zastosowanie badan serologicznych w diagnostyce celiakii.

Opracowane na podstawie: [7]

Badanie | czuto$¢ | specyficznos¢ | Zastosowanie w diagnostyce
(w %) | (w %)

IgAtTG | 73,9- 77,8-100 test przesiewowy w diagnostyce celiakii
100

IgG DGP | 80,1- 86,0-96,9 test przesiewowy w diagnostyce celiakii u pacjentéw z niedoborem
96,9 przeciwciat w klasie [gA

IgA 82,6- 94,7-100 test potwierdzajacy

EMA 100

IgGtTG | 12,6- 86,3-100 niska czuto$¢ w poréwnaniu do testu 1IgG DGP
99,3

IgA DGP | 80,7- 86,3-91,3 niska czuto$é¢i specyficznos¢ w porownaniu do testow IgAtTG i IgA
95,1 EMA

Najnowsze badania donoszg, ze zidentyfikowano immunogenny epitop kompleksu tTG — DGP, ktory
charakteryzuje si¢ 100% specyficznoscig oraz 99% czutoscig w diagnostyce i monitorowaniu celiakii, co
bedzie mozna z pewnosciag wykorzysta¢ w przysziosci. [38]

W diagnostyce choroby trzewnej uwzglednia si¢ takze typowanie HLA — DQ2/DQ8. Testy te wykonuje si¢
w przypadku niepewnej diagnozy i pomocne sg przy wykluczaniu choroby.[39]

Wykonanie biopsji dwunastnicy jest niezbedne dla postawienia rozpoznania. Obraz endoskopowy w czasie
trwania ostrej fazy choroby uwidacznia zanik faldow z mozliwym wyztobieniem ich brzegéw czy
mozaikowa strukturg powierzchni btony $luzowej. Oceny histopatologicznej dokonuje si¢ zwykle w 4
stopniowej skali Marsha 1 tak stopien 0 odpowiada brakowi zmian w badaniu histopatologicznym, stopien
1 —wzrost liczby leukocytow srodnabtonkowych z prawidtowymi kosmkami w badaniu, stopien 2 obejmuje
dodatkowo przerost krypt, stopien 3 : zanik kosmkoéw oraz pogrubienie btony $§luzowej. Stopien 3 dzieli si¢
na stopien 3a, 3b oraz 3c, ktore r6znig si¢ migdzy sobg nasileniem destrukcji kosmkoéw. Liczba limfocytow

>40 na 100 enterocytow. [40]
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Tabela 2. Skala Marsha — opracowane na podstawie [28]

Histopatologia

Liczba IEL/100 EC

Zanik kosmkow

Przerost krytp

Marsh 0 <40/100 ) )
Marsh 1 >40/100 O] )
Marsh 2 >40/100 O] Hiperplastyczny
Marsh 3a >40/100 Zanik niskiego stopnia Hiperplastyczny
Marsh 3b >40/100 Zanik $redniego stopnia Hiperplastyczny
Marsh 3c >40/100 Zanik catkowity Hiperplastyczny

IEL — limfocyty wewnatrz — epitelialne, EC —enterocyty

Tabela 3. Uproszczona skala Marsha wg Corazza. Opracowane na podstawie [41]

Klasyfikacja Marsha | Klasyfikacja Corazza
1 Stopien A

2

3a Stopien Bl

3b

3c Stopien B2

Pomimo wzrostu wykrywalnos$ci choroby w endoskopii nie wszyscy pacjenci zostaja zdiagnozowani, CO

wigcej 5-14% chorych nie mialo pobranych wycinkow z uwagi brak wystgpowania endoskopowych

markerow celiakii takich jak mozaikowo$¢ btony sluzowej czy wygladzenie faldow. Nowe metody

endoskopowe takie jak | - scan (technika dostepna w aparatach firmy PENTAX), ktére mozna opisaé jako

metody ,,wirtualnej chromo — endoskopi” pozwalaja na lepsze wykrywanie choroby trzewnej podczas

rutynowych badan. [42] Choroba z zajeciem ultrakrotkiego odcinka jelita moze wystepowac u 0SOb

dorostych; pobranie dodatkowego wycinka z czeSci D1 (opuszka dwunastnicy) zwigksza czutosé

wykrywania choroby trzewnej. Pacjenci ci maja najczesciej tagodng fenotypowo postac celiakii lub zostali

zdiagnozowani we wczesnej fazie choroby [43]
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Problemy diagnostyczne w celiakii.

Celiakia ze wzgledu na roéznorodno$¢ prezentowanych objawow jest poézno diagnozowana, rzadziej
rozpoznanie jest stawiane u mtodych me¢zczyzn z uwagi na skagpoobjawowy przebieg. Mtode kobiety majg
bardziej nasilone objawy, czgsciej szukaja przyczyn réznych zaburzen m.in. niedokrwistosci z niedoboru
zelaza; czeg$ciej wystepuja biegunki czy choroby autoimmunologiczne. Ponadto mezczyzni rzadziej udaja
si¢ po pomoc lekarskg. [44] Przyczyng poznej diagnozy u 0sOb starszych sg stabo wyrazone objawy,
ograniczone i malo nasilone zmiany w badaniu histopatologicznym, zaburzenia poznawcze prowadzace do

bagatelizowania wystepujacych objawdw czy narastajgca z wiekiem seronegatywnosc. [45]

W przypadku badan serologicznych mozna mie¢ do czynienia z wynikami falszywie dodatnimi oraz
falszywie ujemnymi. Falszywie pozytywne wyniki uzyskuje si¢ w przypadku reakcji krzyzowych
przeciwcial podczas infekcji  jelitowych, marskosci watroby, niewydolno$ci serca czy
hipergammaglobulinemii. Falszywie negatywne wyniki moga wynika¢ z niedoboru przeciwciat w klasie
IgA, co jest czeste u 0séb z celiakia (rekomenduje si¢ wtedy oznaczenie IgA catkowitego) czy stosowanie
niskoglutenowej diety. Celiakia seronegatywna stanowi okoto 6-28% wszystkich przypadkow. [46]
Diagnoza staje si¢ rowniez utrudniona z powodu wszechobecnej mody na stosowanie diety bezglutenowe;.
W przypadku stosowania przez pacjenta diety bezglutenowej oraz negatywnego wyniku badan
serologicznych wykonuje si¢ typowanie HLA DQ2/DQ8 i w przypadku pozytywnego wyniku typowania
wykonuje si¢ prowokacj¢ glutenem w ilosci 3g/d przez 8 tygodni i powtarza badania serologiczne. Niestety
jak juz wczesniej wspomniano cze$¢ chorych jest seronegatywna, a cze$¢ zdrowej populacji posiada
haplotypy HLA DQ2/DQ8 [28,46,23]. W przypadku badan histopatologicznych bardzo wazne jest pobranie
w odpowiedni sposdb materiatu; to jest odpowiednig ilo§¢ wycinkéw: minimum cztery z dalszego odcinka
dwunastnicy 1 dwa z opuszki z uwagi na mozaikowo$¢ blony $luzowej. Niestety nadal wiele badan
endoskopowych odbywa si¢ bez biopsji, co opdznia rozpoznanie. Kluczowa jest interpretacja stanu
klinicznego, statusu serologicznego, spozywania glutenu oraz oceny histologicznej. Pacjent z destrukcja
kosmkow jelitowych w skali Marsha 1 moze chorowa¢ na chorobg trzewna. [47] Problem diagnostyczny
stwarzaja pacjenci z destrukcja kosmkow w badaniu histologicznym oraz ujemnymi badaniami
serologicznymi w kierunku celiakii. Jednostka ta nazywana jest seronegatywna atrofig kosmkow (SNVA —
seronegative villous atrophy) i jej przyczyna moze by¢ celiakia; sg to osoby, ktore ograniczyly spozycie
glutenu, z niedoborem przeciwcial IgA, w trakcie immunosupresji lub z rozpoznanym chtoniakiem T
komoérkowym. Inne przyczyny nie wynikajace z celiakii to choroba Lesniowskiego — Crohna, zapalenie
zotadka 1 jelit, giardioza, choroba przeszczep przeciwko biorcy — GVHD (graft versus host disease),
enteropatia HIV, mykobakteriozy, choroba Whipple'a, rowniez leki takie jak NLPZ, Metotrexat oraz

blokery receptora angiotensyny 2 — olmesartan. Cze$¢ przypadkow jest o nieznanej etiologii. W celu
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postawienia rozpoznania SNVA niezwigzanego z chorobg trzewng nalezy wykona¢ typowanie HLA oraz

ustali¢ status serologiczny HIV, wykluczy¢ mykobakteriozg czy wpltyw dziatania lekow.[48]

W diagnostyce roznicowej nalezy takze bra¢ pod uwage inne choroby glutenozalezne takie jak

nieceliakalna nadwrazliwos$¢ na gluten — NGCS — (non-celiac gluten sensivity) oraz alergia na pszenice.

Tabela 4 .Diagnostyka roznicowa celiakii, NCGS oraz alergii na pszenice —opracowane na podstawie [49,

50]
Celiakia NCGS Alergia na pszenice
Czas od ekspozycji na Dni — tygodnie Godziny- dni Minuty — godziny
gluten do wystgpienia
objawow
Patogeneza Autoimmunologiczna Wrodzona Th2: odpowiedz
Limfocyty Thl immunizacja alergiczna
Obecnos¢ HLA — | Tak — ponad 95% Tak — 50% Nie
DQ2/DQ8
Przeciwciata Anty TG 1gG — AGA —56% Nie
Enteropatia Tak Minimalna — Marsh | Minimalna

0-1

Objawy Jelitowe i pozajelitowe | Jelitowe i | Jelitowe i pozajelitowe
pozajelitowe
Komplicacje Zwigkszona nieznane Wstrzas anafilaktyczny
sSmiertelnos¢

NGCS rozpoznaje si¢ po wykluczeniu celiakii oraz alergii na pszenicg. Jak do tej pory jedynym leczeniem

choroby trzewnej jest Sciste przestrzeganie diety bezglutenowej [34].

Zespot ekspertow z British Society of Gastroenetrology opracowat rekomendacje dotyczace wykonywania

badan kontrolnych u dorostych 0sob z rozpoznang celiakia co przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Rekomendacje British Society of Gastroenetrology — badania kontrolne osoby dorostej z celiakig.
Opracowane na podstawie [51]

Tuz po rozpoznaniu

= poziom wapnia, witaminy D oraz alkalicznej fosfatazy
= Dbadanie gestosci kosci — pacjenci po 55 r.z oraz u 0so6b zagrozonych wystapieniem

osteoporozy

12 miesig¢cy po rozpoznaniu

= (TG, EMA lub DGP

= morfologia, ferrytyna, witamina B12 i kwas foliowy, wapn oraz fosfataza alkaliczna
= wykluczenie chorob tarczycy — TSH, FT3, FT4

= AsSpAT, AIAT — wykluczenie choroby watroby

= Wykluczenie cukrzycy — glikemia na czczo

=  Wywiad dietetyczny

= Ponowna biopsja dwunastnicy w razie potrzeby

Kolejne lata

= Badania krwi jak wyzej oraz wywiad dietetyczny w zaleznosci od stanu pacjenta
= Kontrolne badanie gestosci kosci u 0os6b zagrozonych osteoporoza i powyzej 55 r.z
co 2 lata

= Biopsja dwunastnicy w zaleznosci od stanu pacjenta lub po 2-5 latach

1.2 SIBO - etiopatogeneza i problemy diagnostyczne

W przewodzie pokarmowym cztowieka bytuje wiele gatunkow mikroorganizmow, wiaczajac w to bakterie,
wirusy oraz grzyby; liczba komorek jelitowej mikrobioty ogélnie wynosi 10'* komérek w poréwnaniu do
liczby komérek organizmu w liczbie 10%. Gorny odcinek przewodu pokarmowego jest praktycznie

pozbawiony bakterii —od 0 do 102 mikroorganizmoéw z uwagi na bariere kwasu solnego w zotadku. [52]

Proporcja gatunkdw bakterii beztlenowych wzrasta w kierunku dystalnym przewodu pokarmowego. Liczba
bakterii tlenowych i1 beztlenowych staje si¢ rowna w jelicie kretym. Zaburzenia w zakresie flory bakteryjnej
niesie za sobg implikacje kliniczne. Jednym z takich zaburzen jest SIBO — przerost bakteryjny jelita
cienkiego — (small intestinal bacterial overgrowth). [6]

SIBO definiowany jest jako wzrost liczby bakterii jelicie czczym ponad 10° komdrek w aspiracie
jelitowym. Jednakze z uwagi na trudnosci we wlasciwym zmierzeniu i stwierdzeniu kolonizacji powoduje,

ze do diagnostyki SIBO wykorzystuje si¢ wodorowe testy oddechowe. [53] Inna definicja natomiast mowi,
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ze SIBO mozna rozpozna¢ przy wzroscie CFU powyzej 10° bakterii w jelicie czczym. Warunek — dany

gatunek bakterii nieobecny jest w $linie oraz soku zoladkowym lub jest podobny do tego w jelicie grubym.

[54]

Czestos$¢ wystepowania SIBO u os6b dorostych nie jest do konca znana, ale uwaza si¢, ze dotyczy od 7 do
22% populacji, [55] natomiast u straszych osob starszych odsetek ten waha si¢ od 2,5% do 90%; dotyczy

to gtdéwnie pacjentdw ze wspolistniejacg nietolerancijg laktozy. [56]

SIBO wystepuje w momencie gdy mechanizmy kontrolujagce homeostaze¢ mikrobiomu jelitowego zostaja
zaburzone. Wymieniane sg tutaj dwa procesy predysponujace do wzrostu bakterii jelicie cienkim. Pierwszy
to zmniejszenie lub zniesienie wytwarzania kwasu solnego w zotadku, drugi — zaburzenia motoryki jelit.
Roéwniez zaburzenia funkcji immunologicznych oraz anomalie w zakresie anatomii jelit predysponujg do
wystapienia SIBO. Stad wniosek, ze SIBO staje si¢ czynnikiem spustowym do reakcji zapalnej blony
Sluzowej jelita; moze dochodzi¢ do mikroskopowego zapalenia blony Sluzowej. [57] Nadmierna
proliferacja bakterii powoduje réznego rodzaju zmiany. Bakterie przeprowadzaja procesy fermentacji
disacharydow w rezultacie czego powstaje duza ilo$¢ gazow takich jak wodor, dwutlenek wegla czy metan,
ktore sa odpowiedzialne za wystapienie wzdgcia; fermentacja krotkotancuchowych kwasow thuszczowych
powoduje osmotyczne $cigganie wody do $wiatla jelita, w nastgpstwie czego wystepuje biegunka. Pod
wptywem bakterii dochodzi takze do dekoniugacji soli kwasow zoétciowych, zaburzen we wchtanianiu
thuszczy, co staje si¢ przyczyng thuszczowych stolcow. Z kolei zmniejszone wchtanianie thuszczoéw
powoduje niedobory witamin A, D i E. Nie zaobserwowano niedoboréw witaminy K, ktora jest wytwarzana
przez bakterie, natomiast niedobor witaminy B12 wystepuje z powodu zwigkszonej konsumpcji

bakteryjnej. [6]

Fizjologiczne mechanizmy zapobiegajace SIBO to prawidlowa motoryka jelita cienkiego, wytwarzanie
kwasu solnego, sckrecja soku trzustkowego i zotci oraz lokalne i ogdlnoustrojowe mechanizmy
immunologiczne. Istnieje wiele czynnikéw sprzyjajacych SIBO m.in zaburzenia w obrebie bariery kwasu
solnego typu by-pass zotadkowy, hypochlorhydria, gastrektomia czy stosowanie PPI (inhibitorow pompy
protonowej). Inne to zaburzenia w obrebie blony sluzowe;j jelita czy ogolnie jego funkcji; wymienic¢ nalezy
tutaj neuropati¢ trzewna, amyloidoze, gastroparez¢, enteropati¢ popromienng, réoznego rodzaju zespoly
paranowotworowe czy skutek stosowania opioidow. Zmiany anatomiczne takze przyczyniajg si¢ do
rozwoju SIBO; najczesciej jest to zespot krotkiego jelita, uchytkowato$¢, przetoki, operacje metoda Roux-
Y czy resekcja zastawki kretniczo — Katniczej. Mechanizmy immunologiczne to m.in. niedobor przeciwciat
w klasie IgA czy niedobory odpornosci T komdrkowej. Rowniez choroby ogolnoustrojowe takie jak IBS

(zespot jelita drazliwego), marsko$¢ watroby, otytosc¢, cukrzyca czy choroba trzewna. [58]

Dane literaturowe pokazuja, ze u okoto 62% pacjentéw z zapalnymi chorobami jelit, takimi jak colitis
ulcerosa czy choroba Les$niowskiego — Crohna wspoétistnieje SIBO, co moze by¢ manifestowane jako
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zaostrzenie choroby i skutkuje wzrostem stezenia kalprotektyny w stolcu. Zaburzenia pasazu jelitowego w
przypadku pacjentow z rozpoznang cukrzyca predysponuja do wystgpowania SIBO. Niektore badania
sugerujg role osi mikrobiota —jelito — mdzg w rozwoju choréb neurodegeneracyjnych i zapalnych. SIBO
czesto jest diagnozowane u pacjentdw z chorobg Parkinsona czy stwardnieniem rozsianym.[59] Istnieje
takze zwigzek pomiedzy wystepowaniem otytosci i SIBO. Pacjenci z otytoscig znacznego stopnia maja
wyzsze ryzyko wystgpienia SIBO w przeciwienstwie do pacjentow z masg ciala w normie. Zwigzane jest
to z zaburzeniami motoryki przewodu pokarmowego u 0s6b otytych; wzrost ilosci bakterii w jelicie cienkim
moze potencjalnie prowadzi¢ do wzrostu aktywnosci pro-zapalnej i w konsekwencji do otylosci i powstaje
w ten sposob btedne koto. Badania pokazujg wysokie stezenia metanu w testach oddechowych korelujace
z wysokim BMI oraz poziomem tkanki ttuszczowej. [60] W przypadku NAFLD (non-alcoholic fatty liver
disease) czgstos¢ wystepowania SIBO wynosi 37,9%. Przyczyna wystgpowania SIBO w skojarzeniu z
NAFLD nie zostala do konca wyjasniona. Wydaje si¢, ze patomechanizm jest wieloczynnikowy i zwigzany
jest ze wzrostem aktywnosci zapalnej w SIBO jako rezultat produkcji przez bakterie LPS
(lipopolisacharydu). Pacjenci z SIBO oraz NAFLD majg wyzszy poziom endotoksyn bakteryjnych w
surowicy, wyzsza ekspresje czynnika transkrypcyjnego dla komérek CD14 i czynnika jadrowego (NF) «/f3
w watrobie oraz wyzsza ekspresja receptora dla biatka TLR4. Dodatkowo wystepowanie SIBO moze
prowadzi¢ do wystgpowania stluszczenia watroby; bakterie indukuja gromadzenie depozytéw
tluszczowych w watrobie poprzez alternatywny metabolizm choliny.[61] Przyjmowanie lekdw z grupy
inhibitorow pompy protonowej jest uznawane jako czynnik ryzyka wystgpienia SIBO, jednakze tylko
wtedy, gdy rozpoznanie byto postawione na podstawie bardzo doktadnych testow czyli badania aspiratu
jelitowego. [62] Niektore badania pokazuja jednak ze liczba izolowanych bakterii z jelita jest podobna u
pacjentow z SIBO 1 bez, mamy tu do czynienia z koncepcja zmian pH soku zotadkowego co mogltoby
promowac rozw0j SIBO, jednak stwierdzenie to nie jest do konca wyjasnione. Podaje si¢ takze, ze czynniki
sprzyjajace to wystgpowanie rownoczesnie cukrzycy typu 2 oraz wieku powyzej 60 lat, natomiast czynniki

protekcyjne to BMI powyzej 22 kg/m2 oraz zapalenie btony $luzowej zotadka. [63]

Do czestych objawow SIBO nalezg wzdecia, dyskomfort w jamie brzusznej, przewlekle biegunki czy
thuszczowe stolce. Ponadto mozliwe jest niedozywienie, niedokrwisto$¢ z niedoboru witaminy B12, utrata
masy ciala a u dzieci zaburzenia wzrastania.[52] Istnieje takze powigzanie SIBO z zaburzeniami
neurologicznymi takimi jak zaburzenia funkcji poznawczych, zaburzenia pamieci krotkotrwatej czy

problemy z koncentracjg. [64]
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Tabela 6. Mechanizmy odpowiedzialne za deficyty sktadnikéw odzywczych w przebiegu SIBO.

Opracowane na podstawie : [58]

Mechanizmy prowadzace do niedoborow sktadnikow odzywczych w przebiegu SIBO

Sktadnik Mechanizm

Ttuszcze e Dekoniugacja soli kwaséw zotciowych powoduje zmniejszenie dost¢pnosci
kwasow zotciowych do tworzenia miceli

e Produkcja toksyn takich jak kwas litocholowy moze zmniejszac absorpcje

Weglowodany e Produkcja toksyn takich jak kwas litocholowy moze zmniejszac absorpcje
o Degradacja cukrow przez bakterie

e uposledzenie aktywnosci enzymow rabka szczoteczkowego: disacharydazy i

hydrolazy
Bialka e Produkcja toksyn takich jak kwas litocholowy moze zmniejsza¢ absorpcje
Witamina B12 e Konsumpcja witaminy B12 przez bakterie

e Zmniejszenie wchtaniania witaminy B12 w ileum terminale

Witaminy e Deckoniugacja kwaséw zolciowych powoduje zmniejszenie dostgpnosci

ADE kwasow zotciowych do wehtaniania thuszezow.

Celem diagnostyki SIBO nalezy przeprowadzi¢ doktadny wywiad z pacjentem aby okresli¢ czynniki ryzyka
takie jak bole brzucha czy wczes$niejsze zabiegi operacyjne. Obserwuje si¢ takze zwigzek SIBO z IBS.
Badanie fizykalne oraz badania laboratoryjne cz¢sto bywaja niespecyficzne; wystepuja niedokrwistos¢ z
niedoboru witaminy B12, cechy niedozywienia takie jak limfopenia, niski poziom albumin czy wzrost
poziomu witaminy K. Badanie aspiratu tresci jelitowej zaliczane jest do badan bezposrednich, do metod
posrednich naleza wodorowe testy oddechowe. Jak juz wczesniej wspomniano do rozpoznania SIBO w
badaniach bezposrednich aspiratu liczba bakterii musi wynosi¢ powyzej 10° CFU/ml. Badanie to jest

uznawane jako zloty standard w diagnostyce SIBO [57,65]

Wodorowe testy oddechowe sg tatwo dostepne, niedrogie 1 nieinwazyjne dla pacjentow. Pacjent zostaje
obcigzony roztworem cukru np. laktulozy czy glukozy i poddawany pomiarom stezenia wodoru w
wydychanym powietrzu w jednostce czasu.[66] Wodorowe testy oddechowe opieraja si¢ na zatozeniu
fermentacji bakteryjnej weglowodanow w $wietle jelita; powstajacy gaz jest absorbowany w jelicie grubym
do krwioobiegu, skad jest transportowany do ptuc i wydychany na zewnatrz. Stezenie wodoru w
wydychanym powietrzu mierzy si¢ za pomoca specjalistycznego urzadzenia. [67] Wynik testu z uzyciem
laktulozy uwaza si¢ za dodatni, jesli stezenie wodoru wzrosnie o 20 ppm w stosunku do wartos$ci

wyjsciowych w ciggu 90 min.[52]
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W leczeniu SIBO zastosowanie ma ryfaksymina, czyli potsyntetyczna pochodna ryfampicyny z szerokim
spektrum dziatania przeciwko bakteriom gram dodatnim i gram ujemnym. Antybiotyk ten wykazuje
obojetny wplyw na prawidlowa flore bakteryjng jelit oraz praktycznic w 0gole nie jest absorbowany ze
Swiatta przewodu pokarmowego.[68] Inne antybiotyki stosowane w terapii SIBO to najcz¢sciej
metronidazol w monoterapii lub w skojarzeniu z trimetoprimem-sulametoksazolem albo cefaleksyna,
fluorochinolony (ciprofloksacyna, norfloksacyna) czy pochodne penicylinowe (amoksycylina z kwasem
klawulanowym). [57] Dane literaturowe pokazuja takze korzysci ze stosowania bakterii probiotycznych z

grupy kwasu mlekowego w leczeniu SIBO oraz w zmniejszaniu komplikacji tego schorzenia. [69]

Problemy w diagnozowaniu SIBO.

Wodorowe testy oddechowe sg prostym i nicinwazyjnym narz¢dziem w diagnostyce SIBO. Istniejg jednak
czynniki wplywajace na przebieg testu zalezne od sprzgtu oraz od pacjenta czyli: palenie papierosow, dieta
czy stosowanie lekéw. Pacjent moze nie§wiadomie wptyna¢ na procesy fermentacji bakteryjnej poprzez
diete bogata w weglowodany czy zucie gumy przed badaniem. [70]. Przygotowanie pacjenta do badania w
istotny sposob wplywa na wynik testu; 4 tygodnie przed wykonaniem badania pacjent nie powinien
przyjmowac antybiotykow, 24 godziny przed nie jes¢ produktow wysokoweglowodanowych, przez 12
godzin by¢ na czczo oraz przez 2 godziny przed testem nie pali¢ tytoniu. [67] Doktadno$¢ testu powigzana
jest ze zdolno$cig bakterii do procesow fermentacyjnych z uwalnianiem wodoru. Kazda ingerencja w sktad
mikrobiomu jelitowego, zwlaszcza poprzez stosowanie antybiotykoOw wptywa negatywnie na wynik testu
i moze by¢ przyczyng wyniku falszywie ujemnego.[71] Stosowanie $rodkow przeczyszczajacych czy
roztworow elektrolitowych uzywanych do przygotowania pacjenta do badan endoskopowych czy zabiegow
operacyjnych w znaczny sposob wplywa na stan flory jelitowej; zwlaszcza kombinacja wlewow
doodbytniczych 1 §rodkéw przeczyszczajacych powoduje znaczne obnizenie zdolnosci do produkcji
wodoru w wyniku eliminacji bakterii z biegunkowym stolcem, co rdwniez moze skutkowaé uzyskaniem
wyniku falszywie ujemnego. Sugeruje si¢ 4 tygodniowy odstep pomigdzy stosowaniem Srodkow
przeczyszczajacych a badaniem. [72] Inng przyczyng uzyskiwania fatszywie ujemnych wynikow jest fakt,
ze u okoto 15 -20% populacji wystepuje brak flory bakteryjnej produkujace; wodér. Testy fatszywie
dodatnie maja miejsce w przypadku fermentacji uzytego roztworu przez bakterie bytujagce w jamie ustne;.
Zastosowanie roztworu 1% chlorheksydyny oraz prawidlowa higiena jamy ustnej stanowi prewencje przed
wynikami fatszywie dodatnimi. [71] W przypadku wykonywania testu z glukoza jako substratem moze
dochodzi¢ do szybkiego pasazu glukozy do jelita grubego oraz fermentacji bakteryjnej w okreznicy, czego
skutkiem roéwniez moze by¢ wynik falszywie pozytywny. [73] Z drugiej strony glukoza w duzych ilosciach
jest absorbowana w jelicie czczym, dlatego trudno jest wyttlumaczy¢ tak do konca przyczyne wynikéw

pozytywnych. Sugeruje si¢, ze poleganie na wyniku glukozowego testu oddechowego moze nie
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doszacowa¢ SIBO w matej grupie pacjentow, u ktorych przerost bakteryjny ogranicza si¢ tylko do jelita
kretego. Polegajac natomiast na tescie opartym na laktulozie moze dochodzi¢ do przediagnzowania w
wyniku wzmozonej fermentacji w okreznicy u pacjentow bez wystepowania SIBO. Laktuloza jest
disacharydem nie podlegajagcym absorpcji w jelicie cienkim. [74] Wykrywanie SIBO sprawia wiele
trudnosci diagnostycznych, nie ma ponadto odpowiedniego testu, ktory by byt swoisty dla SIBO.[75]
Klopoty diagnostyczne sprawiajg takze pacjenci po zabiegach operacyjnych np. operacji Roux -Y z uwagi
na bardzo szybki pasaz jelitowy, ktory jest o wiele krotszy niz u pacjentdéw, ktdrzy nie przechodzili
zabiegow operacyjnych. W przypadku tych pacjentow diagnozowanie SIBO na podstawie analizy aspiratu
réwniez jest obarczone duzym ryzykiem btedu z powodu zmian stosunkéw anatomicznych [76]. Innym,
istotnym czynnikiem wplywajacym na wynik testu jest technika prowadzenia wydechu; pomiar st¢zenia
wodoru musi by¢ przeprowadzony w powietrzu pecherzykowym, w przeciwnym wypadku pomiar bedzie
zakldcony poprzez analiz¢ powietrza z przestrzeni martwej. Palenie tytoniu dodatkowo powoduje wzrost
stezenia wodoru w wydychanym powietrzu o 2%, natomiast ¢wiczenia fizyczne powoduja spadek w
wyniku hiperwentylacji. [72] Co istotne, bardzo podobne objawy do SIBO, czyli béle brzucha, wzdecia
czy biegunki zwlaszcza u pacjentow po kolektomii daje wspotistniejace SIFO — (small intestinal fungal
overgrowth), ktory to moze by¢ wykrywany tylko za pomocg analizy aspiratu jelitowego. Na podstawie
samych objawow klinicznych jest bardzo trudno réznicowa¢ SIBO i SIFO. [77] Dodatkowo wodorowy test
oddechowy z wykorzystaniem glukozy w przypadku uzyskania wyniku dodatniego ma swoistos¢ okoto

83%. Roznicowanie SIBO oraz innych przyczyn biegunek czgsto wymaga wielu badan dodatkowych. [78]

1.3 Badania proteomiczne.

Techniki spektrometryczne opierajg si¢ na przeszukiwaniu baz danych sekwencji biatek za pomocg widm
generowanych przez proteolityczne rozszczepianie biatek bedacych przedmiotem badan. [79] Profilowanie
peptydowe oraz ocena dynamiki proteomu jest kluczowe dla zrozumienia zachowan komoérek w
odpowiedzi na bodZzce zewnetrzne oraz wewngtrzne i utrzymanie homeostazy. Przez ostatnie 20 lat
spektrometria mas stata si¢ bardzo uzytecznym narzedziem do identyfikacji oraz charakteryzacji protein.
[80] Nowa niezalezna od danych metoda ich gromadzenia, ktdra koncentruje si¢ na maksymalizacji ilosci
danych zebranych dla proteomu poprzez szybkie przetaczanie pomiedzy niskimi i podwyzszonymi
energiami kolizji umozliwia jednoczesne ocenianie wielu biatek docelowych. [81] W celu dokonania
analizy bialek metody proteomiczne wykorzystuja rutynowo trawienie biatek na mniejsze elementy np.
peptydy, ktore nastepnie sg separowane przez chromatografi¢ oraz rozpylane bezposrednio do spektrometru
mas umieszczonego na wylocie z kolumny chromatograficznej w celu analizy peptydow przy uzyciu
techniki znanej jako zalezno$¢ od danych. [82] Obecnie masa molekularna peptydow lub innych bialek

moze by¢ dokladnie oszacowana przez metode spektrometrii jonizacji elektrospreju (electrospray
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ionisation — ESI) oraz MALDI -TOF (matrix assisted laser desorptionionisationtime of flight). Metody te
umozliwiajag ustalenie sekwencji aminokwaséw w peptydach, nawet po ich potranslacyjnych
modyfikacjach. Zastosowanie spektrometrii MALDI - TOF umozliwia identyfikacje peptydéw o masie
czgsteczkowej do 100 kDa. [83] Mozliwos¢ zidentyfikowania oraz okreslenia biatek wystepujacych w
ptynach ustrojowych moze dostarczy¢ waznych klinicznych, diagnostycznych i1 prognostycznych
informacji o domniemanych biomarkerach roznych choréb. W odniesieniu do diagnozy ptynu ustrojowe
takie jak krew, §lina, mocz itp. wydaja si¢ bardzo przydatne, poniewaz ich badania sg kluczowe dla
postawienia rozpoznania, a jednoczes$nie sg niedrogie, matoinwazyjne oraz proste do przeprowadzenia. [84]
Biomarkery sg to metaboliczne punkty koncowe. Badania nad zmienionymi poziomami tych zwigzkoéw
mogg prowadzi¢ do nowych celow terapeutycznych lub nadzoru nad interwencja dietetyczng w przypadku
wielu chordb. W przypadku celiakii nie ma jednoznacznie okre$lonego biomarkera stosowanego w celu

diagnostyki czy monitorowania choroby. [85]

Proteomika to powstajacy obszar badan postgenomicznych zakladajacy ogdlng analiz¢ bialek z
wykorzystaniem r6éznych technik. Trudnos$ci w zmianie struktury przestrzennej peptydow doprowadzity
do rozwoju technik opierajacych si¢ na trawieniu niefrakcjonowanych mieszanek peptydowych oraz
identyfikacji otrzymanych biatek. [86] Ta galaz wiedzy zajmuje si¢ biatkami, a doktadniej biatkami
kodowanymi przez genom. Termin proteom zostal wprowadzony w 1994 r przez Marca R. Wilkinsa.
Proteomem nazywamy zestaw wszystkich biatek wystepujacych w danym organizmie w okre§lonym
czasie.[87] Zasadniczym celem wigkszo$ci analiz proteomicznych jest identyfikacja jak najwiekszej ilosci
biatek zapewniajac przy tym wysoka jakos¢ identyfikacji. [88] Dane literaturowe pokazuja wykorzystanie
badan proteomicznych do oznaczania biatek zb6z [79,81] oraz pokarmow bezglutenowych [88] J. Stulik i
wsp dokonali analizy proteomicznej surowicy za pomocg spektrometru MALDI 13 dzieci z rozpoznana
chorobg trzewna; zidentyfikowali ATP syntaz¢ beta oraz 2 warianty enolazy alfa jako potencjalne

biomarkery, jednakze badanie ograniczone byto niska liczba 0sob chorych. [89]

1.4 Komplikacje wynikajace z braku rozpoznania i/lub leczenia

Choroba trzewna dotyka okoto 1% populacji; badania populacyjne dostarczaja bardziej wiarygodne
oszacowanie ryzyka populacyjnego zwigzanego z rozpoznaniem. Niezdiagnozowana celiakia stanowi
coraz czgstszy problem kliniczny. Pomimo dostepnych wysoce specyficznych testow serologicznych
stosunek liczby chorych niezdiagnozowanych do zdiagnozowanych wynosi 8:1 (Wielka Brytania), 3:1 w
Finlandii, dlatego zdiagnozowani pacjenci to tylko wierzchotek gory lodowej. Pacjenci niezdiagnozowani

maja niespecyficzne objawy lub ich brak. [90]

Rubio — Tapia A et al. w badaniu kohortowym obejmujgcym ponad 9 tysiecy osoéb wykazali zwigzek

pomiedzy niezdiagnozowang celiakig u ludzi mtodych a wzrostem ryzyka zgonu. W ciggu ostatnich 50 lat
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nastgpil wzrost wystepowania niezdiagnozowanej choroby trzewnej. [91] U oséb starszych natomiast
niezdiagnozowana celiakia ma ograniczone wystgpowanie i nie wptywa na wzrost $miertelnosci w

porownaniu do grupy kontrolnej; najpewniej z powodu braku objawow lub stabo wyrazonej manifestacji

klinicznej. [92]

Pewnym utrudnieniem w diagnostyce jest fakt, iz pacjenci nie zawsze prezentuja objawy z przewodu
pokarmowego; moga to by¢ np. niedokrwisto$¢ z niedoboru zelaza, osteoporoza, hipertransaminazemia czy
objawy neurologiczne. Celiaki¢ rozpoznano u 3,3% chorych prezentujacych objawy IBS. [93] Inne objawy,
ktore czgsto wspotistnieja z niewykrytg celiakig to niedoczynno$¢ tarczycy, niski poziom ferrytyny oraz

cholesterolu w surowicy krwi. [94];

Choroba trzewna moze wystgpowaé nawet u 5% pacjentow prezentujacych niedobor zelaza lub kwasu
foliowego; niedokrwisto$¢ jako objaw jest najprawdopodobniej wynikiem niedoboréw pokarmowych.
Dlatego sugeruje si¢ kwalifikacje do wykonania biopsji dwunastnicy u tych chorych. Alternatywa jest
wykonanie testow serologicznych, ktore sa matoinwazyjne. [95] Niedokrwisto$¢ z niedoboru zelaza moze
wystgpowaé¢ nawet u 69% nowo zdiagnozowanych pacjentow. Inne zaburzenia hematologiczne
obserwowane w przebiegu choroby trzewnej to niedokrwisto$ci niedoborowe z powodu zmniejszonego
wchtaniania witaminy B12 oraz kwasu foliowego. Trombocytopenia wystepujaca w przebiegu celiakii ma
prawdopodobnie podtoze autoimmunologiczne; cz¢sto skojarzona jest z zapaleniem rogowki 1 spojowek
oraz blony naczyniowej oka. Czgsciej wystgpujacym zaburzeniem jest jednak nadptytkowosé¢, ktorej
etiologia jest nie do konca poznana, prawdopodobnie wystepuje wtdrnie do krazacych we krwi mediatorow
zapalnych. Z kolei niedobdr witaminy K moze prowadzi¢ do objawow koagulopatii w wyniku wydtuzenia
czasu protrombinowego oraz INR. Sugeruje si¢ takze wykonanie badan w kierunku celiakii u pacjentow z
hiposplenizmem, ktéry moze wystgpowac¢ nawet u 60% chorych. Jednym z najpowazniejszych powiktan
hematologicznych jest rozwoj chloniakéw, co zostanie omodwione dalej. [96] W przebiegu celiakii
aktywacja glutenospecyficznych limfocytow T w btonie $luzowej przewodu pokarmowego indukuje
aktywacje¢ prozapalnych szlakow, co w nastgpstwie powoduje wzrost mediatoréw zapalnych, OB, CRP
oraz endogennych czynnikow pirogennych. Reakcje te moga prowadzi¢ do niszczenia $rodbtonka,
zapalenia naczyn oraz miazdzycy. [97] Problem stanowi utrzymywanie si¢ stanu zapalnego, co sprzyja
wystepowaniu czynnikOw promujacych aterogeneze. Obecno$¢ prozapalnych mediatorow i substratow
takich jak cytokiny aktywujace toll podobny receptor (TLR — toll — like receptor), IL1 i 8, TNF — a moze
prawdopodobnie ulatwia¢ 1 przyspiesza¢ aterogenez¢ u chorych z celiakia, od momentu inicjacji
aterogenezy przez inkorporacje LDL, poprzez szerzenie i pdzniej pekniecie niestabilnej blaszki
miazdzycowej z powodu silnego nasilenia proceséw zapalnych; istnieje potencjalny silny zwigzek
pomigdzy wystepowaniem celiakii a chorobg wiencowa. Dane literaturowe pokazuja dwukrotnie wyzszy

odsetek wystegpowania choroby wiencowej u pacjentow z chorobg trzewng w poréwnaniu do populacji
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ogolnej. Wczesne wykrycie i agresywne leczenie choroby trzewnej moze zapobiec komplikacjom z uktadu

sercowo — naczyniowego. [98]

Celiakii moga towarzyszy¢ inne zaburzenia kardiologiczne bez wspotistniejacych objawdéw z przewodu
pokarmowego, zwlaszcza u mlodych kobiet. Rozrdznia si¢ kilka typow schorzen, m.in kardiomiopatia,
zapalenie mig$nia sercowego, zapalenie osierdzia oraz zaburzenia przewodnictwa. Pacjenci z choroba
trzewng majg zwickszone ryzyko wystgpienia idiopatycznej kardiomiopatii rozstrzeniowej oraz migotania
przedsionkéw, do rzadszych powiktan nalezg wysiek osierdziowy i zapalenie osierdzia. Zaburzenia
kardiologiczne probuje si¢ tlumaczy¢ niedoborami skladnikéw odzywczych, patologia w zakresie
przepuszczalnosci jelit i wzrostem absorpcji antygenéw oraz reakcji autoimmunologicznej z
prezentowaniem antygendw zaréwno w jelicie cienkim jak i myokardium. Dlatego niewyja$nione arytmie

moga stanowi¢ wskazanie do diagnostyki w kierunku celiakii. [99]

Choroby autoimmunologiczne moga wystepowac nie tylko u osoby chorej, ale rowniez wérdd cztonkow
rodziny. Zwigzek pomiedzy cukrzyca typu 1 a choroba trzewna jest obserwowany od kilku lat, na podstawie
badan skriningowych z wykorzystaniem serologicznych markerow celiakii ustalono, ze czesto$¢
wspotistnienia choroby trzewnej z cukrzyca typu 1 wynosi od 2 do 8%. Przyczyna wspoétistnienia ze sobg
chor6b autoimmunologicznych nie zostata do konca poznana; prawdopodobnie sg jeszcze inne czynniki
niz genetyczne. Wiele przypadkow celiakii skojarzonych z cukrzyca typu 1 nie manifestuje objawow
gastroenterologicznych. Zaobserwowano wyzszy odsetek zachorowalnos$ci na celiakie wsrdd krewnych 1
stopnia; wielu pacjentdw nie jest zdiagnozowanych. Limfocyty reagujace na antygen komorek wyspowych
GAD prezentujg jelitowo-specyficzny receptor dla a4p7 integryny, co sugeruje, ze te autoreaktywne
limfocyty pochodza z jelit i rowniez dochodzi do ztamania tolerancji na autoantygen limfocytow jelitowych
u pacjentéw z cukrzyca rozpoznang de novo. [100] Osoby leczone przeszczepem wysp trzustkowych sg
rutynowo poddawane badaniom skriningowym w kierunku autoimmunologicznego zapalenia tarczycy,
niewydolnosci nadnerczy oraz celiakii, gdyz zwlaszcza ta ostatnia nieleczona zaburza wchtanianie lekow

immunosupresyjnych. Ponadto prowadzi do wystepowania czgstych hipoglikemii [101]

Osteoporoza jest jednym z czestszych powiktan choroby trzewnej. Czesto$¢ wystepowania osteoporozy
oraz osteopenii u nowo zdiagnozowanych pacjentow wynosi nawet 75%. W przypadku oséb dorostych
okoto 1/3 prezentuje osteoporoze, kolejna 1/3 osteopenig, a pozostali prawidlowg gestos$¢ kosci. Przewlekty
proces zapalny i zaburzenia wchianiania w celiakii mogg prowadzi¢ do zaburzen metabolizmu ko$ci i utrate
sktadniko6w mineralnych. Ztamania w przebiegu osteoporozy moga by¢ zwigzane z nierozpoznang celiakia.
[102] Etiologia jest wieloczynnikowa; zaburzenia wchlaniania wapnia oraz witaminy D wystepuja z
powodu utrudnienia wchtaniania kwaséw tluszczowych w wyniku atrofii kosmkéw. Dodatkowo wielu
chorych z uwagi na nietolerancje laktozy ogranicza nabiat i produkty mleczne. Osoby chore z powodu

niedozywienia czg¢sto maja niedobor masy ciata, natomiast uogélnione zapalenie ze wzrostem cytokin
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prozapalnych (IL1, 6, TNF) oraz stosunku RANKL/osteoprotegryny stymuluje osteoklastogenezg.
Wystepujace w przebiegu niedozywienia zaburzenia hormonalne indukujgu kobiet brak miesigczki lub
przedwczesng menopauze, me¢zczyzni z kolei prezentuja oporno$¢ na androgeny oraz wzrost prolaktyny,
co promuje osteoporoze. [103] Istotnym czynnikiem jest regulacja hormonalna wchtaniania wapnia, gdzie
zachowanie homeostazy uwarunkowane jest obecnos$cig parathormonu (PTH), 1,25 — dihydroksywitaminy
D oraz kalcytoniny. W momencie spadku zewnatrzkomérkowego stezenia wapnia szybki wzrost poziomu
PTH promuje wzrost obrotu kostnego i utrat¢ masy kostnej. Nadczynno$¢ przytarczyc wystepuje u 27%
dorostych oraz u 12-54% dzieci ze $wiezo rozpoznang celiakig. Wysokie st¢zenia PTH zwigkszajg poziom
1,25 — dihydroksywitaminy D poprzez stymulacj¢ nerkowej 1 - a — hydroksylazy, enzymu
odpowiedzialnego za konwersje 25-hydroxywitaminy D3 do 1,25 — dihydroksywitaminy D3. Inne
czynniki, ktore moga wplywa¢ na obnizenie masy kostnej to tlhuszczowe stolce, wspolistnienie innych
choréb autoimmunologicznych np. choroba Hashimoto, rozpoznanie w péznym wieku, nieprzestrzeganie
diety bezglutenowej czy brak aktywno$ci fizycznej i palenie tytoniu. [104]. Celiakia zazwyczaj
diagnozowana jest u 0s6b mtodszych z ewidentnymi objawami zespotu zaburzen wchtaniania, jednak coraz
czesciej choroba wystepuje u 0sob starszych. Nuti R. 1 wsp. przeprowadzili badania dotyczace czgstosci
wystepowania choroby trzewnej w populacji kobiet po menopauzie z osteoporoza; 24 z 255 chorych miaty
podwyzszone przeciwciala anty tTG. Wykazano takze, ze pacjenci z niezdiagnozowang celiakia maja
wiekszy obrot kostny, zaburzenia wchtaniania wapnia, niedobér witaminy D3 oraz wtdrng nadczynno$¢

przytarczyc, co w konsekwencji prowadzi do osteoporozy. [105]

Istotnym problemem sg takze powiktania potoznicze, wiaczajac w to nieptodnos¢ czy komplikacje w
przebiegu cigzy. Saccone G 1 wsp. dokonali metaanalizy 10 badan obejmujacych 4844555 kobiet.
Poréownano kobiety z rozpoznang celiakig z grupa kobiet zdrowych. Metaanaliza obejmowata kobiety
zarowno leczone jak i niezdiagnozowane 1 wykazala wzrost ryzyka porodu przedwczesnego, zaburzenia
wewngtrzmacicznego wzrastania ptodu, poronien oraz niskiej masy urodzeniowej, natomiast badania nie
wykazaty réznicy w wystepowaniu stanu przedrzucawkowego. Ponadto kobiety ze zdiagnozowang chorobg
trzewna i na diecie bezglutenowej w poréwnaniu do kobiet niezdiagnozowanych miaty mniejsze ryzyko
porodu przedwczesnego. Stosowanie diety bezglutenowej ma istotny wplyw na wystgpowanie powiktan
potozniczych zmniejszajac to ryzyko. [106] Powiktania potoznicze obejmuja ponadto nawracajace utraty
cigzy, ktére definiowane sg jako 2 lub wiecej poronienia wystepujace przed 10 tygodniem cigzy.
Zaobserwowano wzrost miana przeciwcial anty - tTG u kobiet po Kilku poronieniach; taka obserwacja
moze sugerowac niekorzystny wptyw przeciwciat anty — tTG na przebieg ciazy, jednak nie rekomenduje
si¢ rutynowych badan przesiewowych. [107]. Obserwuje si¢ zwigzek pomigdzy obecnoscig haplotypu HLA
— DQ2/DQ8 w populacji kobiet z nawracajgcymi poronieniami. Haplotypy te koduja biatka odgrywajace
istotng rolg w prezentacji antygenu limfocytom T. Sugeruje si¢, ze zaburzona rOwnowaga pomiedzy pro i

antyzapalnymi cytokinami we wczesnym okresie cigzy moze prowadzi¢ do spontanicznych poronien, a jak
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juz wcezesniej wspomniano ponad 90% chorych na celiaki¢ jest nosicielem haplotypu HLA — DQ2/DQ8.
[108]. Rozwaza si¢ takze wplyw niezdiagnozowanej choroby trzewnej u matki oraz ojca jako przyczyng
powstawania bezobjawowego rozszczepu wargi i podniebienia; wada ta najprawdopodobniej jest
spowodowana nieprawidlowym wchtanianiem kwasu foliowego lub zaburzeniami genetycznymi w

przebiegu celiakii. [109]

Pacjenci z nierozpoznang chorobg trzewng czeSciej niz osoby zdrowe poddawani sg interwencjom
chirurgicznym. Zabiegi operacyjne przed rozpoznaniem byly zwigzane z objawami, ktore ostatecznie
doprowadzily do postawienia rozpoznania. Tonsilektomia zazwyczaj powigzana z utratg masy ciala, a
apendektomia z niedokrwisto$cig i nawracajacymi bolami brzucha, co wigcej w przypadku celiakii
usuwany wyrostek nie jest zmieniony zapalnie. RoOwniez pacjenci ci czesciej poddaja si¢ zabiegom

kosmetycznym, co moze wynikaé¢ z zaburzen psychologicznych. [110]

Przetomy celiakalne zaliczane sa do powaznych komplikacji choroby trzewnej. Przetom celiakalny jest to
stan bezposredniego zagrozenia zycia charakteryzujacy si¢ masywnymi zaburzeniami metabolicznymi,
ktore obejmuja hipoproteinemie¢ oraz dyselektrolitemi¢. Ponadto przetom ten cechuje niedozywienie oraz
nasilone biegunki, kiedy$ charakteryzowal si¢ wysokg $miertelnoscig. Etiopatogeneza nie do konca jest
znana, prawdopodobnie przetom powstaje na skutek masywnego stanu zapalnego, a czynnikiem

spustowym moze by¢ operacja, infekcja lub cigza. [111]

Celiakia dietooporna jest definiowana jako uporczywe wystgpowanie objawoOw zespotu zaburzen
wchianiania oraz atrofii kosmkow po roku Scistego przestrzegania diety bezglutenowej. Istotne jest
wykluczenie innych przyczyn enteropatii ze skroceniem kosmkow, jezeli rozpoznanie choroby trzewnej
jest potwierdzone okresla si¢ fenotyp i klonalnos¢ limfocytow $rodepitelialnych (IEL). Wyr6znia si¢ dwa
typy celiakii opornej : RCDI i RCDII (refractory celiac disease). Typ | jest definiowany jako wzrost liczby
limfocytow o normalnym fenotypie z powierzchniowg ekspresja CD3 i CD8, typ II z kolei definiowany
jest jako wzrost abnormalnych limfocytow charakteryzujacych si¢ brakiem powierzchniowych markerow
CD3, CD8 i receptora TCR. Najczestszy wiek wystgpowania to okolo 50 lat, a czgstos¢ wystegpowania w
populacji 0séb chorych nie jest znana, [112] niektore Zrodta podaja, ze dotyczy to 1% chorych. Hrdlickova
i wsp. wykazata zwigzek typu Il z HLA oraz polimorfizmem pojedynczego nukleotydu rs2041570 na
chromosomie 7 jako silny czynnik ryzyka progresji. Postuluje si¢ locus 7p14.3 jako potencjalny gen
majacy wplyw na dysregulacj¢ $ciezek immunologicznych w RCDII. [113] Jako przyczyny progresji do
celiakii opornej nalezy wymieni¢ nieprzestrzeganie diety bezglutenowej, wszechobecne zrodla glutenu
takie jak leki czy komunikanty, niedobory cynku, towarzyszace zapalenie trzustki czy w koncu bledna
diagnoza. Czesto choroba trzewna dietoooporna moze dawac obraz trudnego do diagnozowania chtoniaka.

[114] W przypadku RCDII wzrasta ryzyko wystapienia jawnego chtoniaka — EATL (entheropathy —
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associated T — cel lymphoma), a 33 do 55 % pacjentéw z typem Il rozwija chloniaka w ciagu 5 lat od
rozpoznania.[115]

Choroby nowotworowe nalezg do najbardziej powaznych powiktan i powinno si¢ ich spodziewaé, gdy
odpowiedz na diete bezglutenowa nie jest osiggalna lub trwata. Chtoniaki zwlaszcza T komodrkowe, oraz
nowotwory jelita cienkiego i przetyku sg czgsto skojarzone z celiakia. Ryzyko wystgpienia nowotworu jest
2 krotnie wyzsze niz w populacji 0golnej, w przypadku nowotwordéw uktadu pokarmowego ryzyko to jest
10 razy wyzsze, natomiast w przypadku chioniakéw 43 razy wyzsze. Zwigzek pomiedzy nowotworami
ptaskonabtonkowymi lacznie z gornym odcinkiem przetyku czy krtani jest dobrze udokumentowany.
Gruczolakoraki jelita cienkiego ogolnie sa rzadkimi nowotworami, natomiast w celiakii ryzyko wystapienia
tego nowotworu jest 80 razy wyzsze; kancerogeneza zwigzana jest z dlugotrwala enteropatig. [116]
Pacjenci z celiakia takze cze$ciej manifestuja obecnos¢ rakéw gruczotowych jelita grubego, zwlaszcza
lewostronnych. [117] Chioniaki EATL oraz nowotwory jelita cienkiego sa skojarzone z chorobg trzewna,;
spadek ryzyka wystgpienia EATL zdiagnozowanego powyzej roku po rozpoznaniu celiakii moze
sugerowaé hipotez¢ mowia ze przebudowa architektoniki $luzéwki jelita cienkiego oraz redukcja
aktywno$ci immunologicznej w odpowiedzi na diete bezglutenowg dzialajg protekcyjnie. Jednakze ryzyko
wystapienia raka gruczotowego jelita cienkiego, ptaskonabtonkowego oraz chtoniakéw z komoérek T
wzrasta powyzej 1 roku po rozpoznaniu. [118] EATL zostat rozpoznany w 2001 r, najczgstsza postacig jest
typ | — postac klasyczna zwigzana z celiakia — wystepuje w 80% przypadkow, w 2008 r opisano typ Il —
wykazujacy ekspresj¢ CD56. Dane literaturowe pokazuja, ze rozwojowi chtoniaka T komorkowego sprzyja
wspotistnienie celiakii opornej, zwlaszcza II typu. Anomalie fenotypowe dotycza braku obecnosci
powierzchniowego kompleksu CD3-TCR i koreceptora  CDS, kontrastujace  do
wewnatrrzcytoplazmatycznej ekspresji czasteczki CD3é. Czasem dochodzi do klonalnej rearanzacji
receptora TCRy, aberracji chromosomdw oraz rozprzestrzeniania limfocytow we krwi oraz lokalizacjach
pozajelitowych takich jak skora czy phluca, co $wiadczy o ich nowotworowym pochodzeniu. [119]
Wykazano obecnos¢ limfocytow progenitorowych z podwaéjnym receptorem T oraz NK w epithelium jelita,
ktore roznicujg si¢ z hematopoetycznych prekursor6w na nowym szlaku niezaleznym od czynnika Id2, ale
zaleznym od IL-15 i sygnatéw NOTCH. Mutacje z zakresie genow kodujacych biatka JAK1 oraz STAT3
promuja klonalng ekspansje limfocytoéw z rearanzacja receptora CD3 w odpowiedzi na IL15 oraz inne
cytokiny aktywowane przez STAT3. IL-15 indukuje takze nasilong fosforylacje biatka STAT3 w liniach
komorkowych RCDII z mutacjami JAK1 G1097D/C w poréwnaniu do limfocytéw niezmutowanych, gdzie
ten efekt nie nastepuje; opisane mutacje prowadza do procesu kancerogenezy.[120] W chorobie trzewnej

dochodzi do wzrostu stgzenia IL -15. [25]

IL -15 w typie Il celiakii dietoopornej promuje szlak sygnatlowy antyapoptotyczny, zalezny od czynnikow
Bcl-2 i/lub Bcel -xl, ponadto IL-15 aktywuje biatka JAK3 oraz STATS, co powoduje wzrost ekspresji

czynnika antyapoptotycznego Bcl- xI. [121]. Chioniaki z komoérek B réwniez wystepuja w chorobie
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trzewnej; najczesciej sa to rozlane chtoniaki z komorek B. Rozpoznanie chloniaka przysparza trudnosci,
poniewaz zwykle choroba lokalizuje si¢ w jelicie kretym. Moga wystepowac owrzodzenia z krwawieniem,
zwezenia czy guzy zamykajace $wiatlo jelita. Niektore chtoniaki przebiegaja jako wieloogniskowe lub
rozlane, ale ograniczone do btony $luzowej. Obserwuje si¢ rowniez limfadenopati¢ oraz perforacje jelita
cienkiego. W badaniach histopatologicznych obecne sa komorki nowotworowe, bedace jednak trudne do
wychwycenia w zmienionym zapalnie jelicie. [122]

W przypadku SIBO komplikacje wynikajace z braku rozpoznania nie niosg tak powaznych implikacji jak
w chorobie trzewnej. Najczestsze komplikacje wynikajace z SIBO to niedozywienie, niedokrwisto$¢ z
niedoboru zelaza, niedobory witamin rozpuszczalnych w tluszczach czy wystepowanie zespotu jelita
drazliwego. SIBO moze wywotywaé zaburzenia neurologiczne pod postacig zaburzen koncentracji, czy
pamigci krotkotrwatej a u dzieci zaburzenia wzrastania. [57,64,52]. W przegladzie literatury obserwuje si¢

matla liczbe pozycji opisujacych konsekwencje kliniczne wynikajace z braku rozpoznania SIBO

Z uwagi na roéznorodno$¢ objawow, skomplikowany przebieg kliniczny oraz powazne konsekwencje
wynikajace z braku rozpoznania oraz leczenia choroby trzewnej w niniejszej pracy podjetam probe
wykazania obecnosci markera peptydowego w surowicy krwi pacjentow, co pozwolitoby postawic szybciej
rozpoznanie i zapobiec konwersji do chtoniaka w przysztosci. Z kolei w diagnostyce réznicowej nalezy
bra¢ pod uwagg SIBO z powodu podobnych objawow i czgstego wystepowania w populacji. W diagnostyce
obu jednostek chorobowych wystepuja dylematy diagnostyczne, ktore utrudniajg postawienie rozpoznania,
dlatego uzyskanie nowego, matoinwazyjnego badania mogtoby si¢ przyczyni¢ do szybszego postawienia

rozpoznania.
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Cele pracy:

Poréwnawcza analiza proteomiczna surowicy krwi pacjentow pomiedzy grupami:
celiakia/grupa kontrolna, SIBO/grupa kontrolna oraz celiakia/SIBO

Identyfikacja wykrytych biatek

Ocena wybranych parametrow zapalnych, poziomu hemoglobiny, albumin oraz biatka
catkowitego w roznych grupach badanych

. Podjgcie proby wyjasnienia patogenezy choroby trzewnej i zespolu zaburzen wchianiania na
podstawie zidentyfikowanych biatek

Proba oceny, czy zidentyfikowane biatka mogg stuzy¢ jako markery diagnostyczne.
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3. Materiat i metody

Badania przeprowadzono na Oddziale Gastroenterologii, Choréb Metabolicznych, Wewngtrznych i
Dietetyki, a prace nad projektem trwaty od listopada 2016 do lutego 2019. Na przeprowadzone badania
uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w

Poznaniu — nr Uchwaty: 927/16 z dnia 15 wrze$nia 2016; Aneks nr 1.
3.1 Charakterystyka grupy badanej

Do badania zostalo zakwalifikowanych 89 pacjentow, zarowno kobiet jak i mezczyzn, prezentujacych
objawy zespolu zaburzen wchlaniania hospitalizowanych w Klinice Gastroenterologii Chorob
Metabolicznych, ~Wewng¢trznych i Dietetyki  lub  leczonych — ambulatoryjnie  w  Poradni
Gastroenterologicznej. Wsrod zakwalifikowanych pacjentéw do badania 28 miato rozpoznang chorobe
trzewng w momencie przyjecia do szpitala lub rozpoznanie postawiono po zakonczonej hospitalizacji; 31
pacjentow zostato zakwalifikowanych do grupy zesp6t zaburzen wchtaniania — w badaniach wykluczono
celiakie, natomiast wykazano obecnos$¢ SIBO; trzecia grupa stanowi grupg kontrolng w liczbie 30 os0b,
gdzie wykluczono zaréwno celiakie jak 1 obecnos¢ SIBO. Wszystkie osoby biorace udziat w badaniu byty
petnoletnie oraz wyrazity §wiadoma zgode na udziat w badaniu podpisujac formularz §wiadomej zgody.
Kazdy pacjent zostal poproszony o wypelienie ankiety dotyczacej obecnego stanu zdrowia,
prezentowanych objawdw, obcigzen rodzinnych; dodatkowo pacjenci z rozpoznang chorobg trzewna
poproszeni byli o wpisanie daty rozpoznania, wartosci poziomu przeciwciat anty- tTG czy aktywnosci
choroby w skali Marsha. Kryterium rozpoznania choroby trzewnej stanowi dodatnie miano przeciwciat
anty tTG lub EMA/AGA oraz stopien w skali Marsha powyzej 3a, natomiast jako wyznacznik rozpoznania
SIBO przyjeto wzrost poziomu wydychanego wodoru w pomiarze Gastrolyzerem migdzy 30 a 60 minutg
od obcigzenia laktulozg o 12 ppm. Grupe kontrolng stanowig pacjenci prezentujacy objawy zespotu

zaburzen wchlania przy braku obecnosci SIBO lub celiakii.
Kryteria wlaczenia do badania:

e Wiek 18 -70 lat

e Rozpoznana celiakia przed hospitalizacja lub w trakcie pobytu w szpitalu
e Obecnos¢ objawow jelitowych np. biegunki/zaparcia, bole brzucha i inne
e Dodatni test w kierunku SIBO

30



Kryteria wykluczenia:

e Osoby w wieku ponizej 18 lat i powyzej 70 lat

e Rozpoznanie nieswoistej choroby jelit (choroba Les$niowskiego — Crohna lub wrzodziejace

zapalenie jelita grubego)

e Choroba nowotworowa obecnie lub w przesztosci

e Stan po radioterapii i/lub po chemioterapii.

celiakia

kontrola

Charakterystyka ptci badanej grupy

B kobiety

B mezczyzini

Wykres 1. Strukta ptci badanych grup

Tabela 7. Parametry antropometryczne badanej grupy (wartosci srednie)

Ple¢ wiek (w latach) wzrost (cm) masa ciata (kg)
Celiakia K 40 + 14 1678 56+10
M 35+13 181+7 79114
Razem 39+14 171+10 63+15
Zzw K 43£15 16545 63+13
M 3147 184+3 81+2
Razem 42+15 167+7 65+14
kontrola K 36+11 1655 68+21
M 45+15 182+10 88+25
Razem 37£12 16949 80+23
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3.2 Metodyka badan.

Podczas hospitalizacji u oséb zakwalifikowanych do badania wykonywano rutynowe badania krwi oraz
badania endoskopowe, u kazdego pacjenta wykonywano badania przeciwciat anty tTG oraz zabezpieczono
dodatkowo 7,5 ml krwi — probéwka na skrzep, nastepnie preparatyka materiatu w celu uzyskania surowicy
odbywala si¢ w Pracowni Endokrynologii Molekularnej przy Katedrze i Klinice Endokrynologii,
Przemiany Materii i Chorob Wewngtrznych. Surowice po odwirowaniu (15 minut, predkos$¢ 4000 obr/min)
przechowywano w temp. — 80 stopni Celsjusza, a nast¢pnie poddano analizie proteomicznej w Katedrze i
Zaktadzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego

w Poznaniu. Analiza zostata wykonana za pomoca spektrometru mas MALDI — TOF/TOF firmy Bruker
Standardowo badanie proteomiczne sktada si¢ z kilku etapow:

1. Izolacja i rozdziat biatek
2. ldentyfikacja

3. Analiza sekwencji biatka

Powszechnie stosowang metoda rozdziatu biatek jest wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC
high — performance liquidchromatography) Najwazniejszym elementem systemu jest kolumna — w tym
miejscu jest dokonywana separacja. Do identyfikacji biatek wykorzystano spektrometri¢ mas — nowoczesng
technike¢ analityczna, ktora umozliwia doktadny pomiar stosunku masy do tadunku elektrycznego danego
jonu. Pierwszym etapem jest zawsze jonizacja peptydow. Technikg wykorzystang do celu jest jonizacja
przez desorpcje laserowa w matrycy (MALDI, matrix assisted laser desorption ionisation), w ktorej
zastosowano wigzke lasera o tak dobranej energii, aby nie doprowadzi¢ do fragmentacji czastek, a jedynie
do ich wybicia z matrycy oraz elektrorozpylanie (ESI, electrospray), opierajace si¢ na rozpyleniu cieczy
zawierajace] badang substancje w polu elektrycznym charakteryzujacym si¢ wysokim napigciem.
Gléwnym zadaniem uktadu pomiarowego w badaniach proteomicznych jest identyfikacja sktadu biatek w
probee, stad stosowane sa systemy taczace sktadajace si¢ ze spektrometru oraz HPLC — LC-MS, czyli
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Wszystkie frakcje biatkowe schodzace z kolumny
chromatograficznej sg poddane jonizacji i wprowadzane do spektrometru. [87] W badaniach matrycg jest

pochodna aromatycznych kwaséw karbolowych nienasyconych — kwasu cynamonowego. [123]

Istotnym punktem badan byto zachowanie nalezytej starannosci, probki byly przenoszone w rgkawiczkach
aby zapobiec zanieczyszczeniu materialem biologicznym z palcow osoby wykonujacej oznaczenia,
uzywano jednorazowych koncéwek do pipet, a przy preparatyce krwi skracano jak najbardziej czas

przebywania probowki w temperaturze pokojowej, co miato zapobiega¢ ewentualnej proteolizie biatek.

Do badania przygotowano 89 probek, ktore zostaly podzielone na 3 grupy — choroba trzewna 28 0sob,

zespot ztego wchtaniania 31 0s6b oraz grupa kontrolna 30 os6b. Wszystkie surowice przechowywane byty

32



w identycznych probowkach oraz do analiz uzyto tego samego rodzaju sprzgt laboratoryjny. W celu
odpowiedniego przygotowania materiatu, czyli odsolenia oraz zaggszczenia uzyto metody bazujacej na
wykorzystaniu koncowek do pipet ZipTip C18. Nastepnie kazdg badang probke zmieszano z matrycowym
roztworem o — cyjoano — 4- hydroksycynamonowego kwasu (0,3 g/l HCCA w roztworze zawierajagcym
2:1 etanol: aceton) w stezeniu 1:10. Jeden mikrolitr mieszaniny probki i roztworu matrycowego
zabezpieczono w celu wykonania analizy i pozostawiono do krystalizacji w temperaturze pokojowe;j.
Materiat od wszystkich trzech grup pacjentdw analizowano w kolejnosci losowej aby zminimalizowac
mozliwo$¢ wystapienia btedu. Do analizy wykorzystano spektrometr UtrafleXtreme MALDI — TOF/TOF
firmy Bruker Daltonics. Kalibracje widm spektrometrii masowej dokonano za pomocg mieszaniny Peptide

Calibration Standard oraz Peptide Calibration Standard Il w stosunku 1:5. [124]
Spektra widm kalibrowano zestawem Peptide Calibration Standard.

Wzorce peptydowe surowicy krwi poddano ponadto wielowymiarowej analizie statystycznej, ktora
uwzglednia jednocze$nie wiele zmiennych i bierze pod uwage korelacje migdzy zmiennymi. Klasyfikacja
badanych probek wykonana zostata za pomoca trzech algorytmow: Genettic Algorithm — GA, Quick
Classifier oraz Supervised Neural Network — SNN. Obliczono dodatkowo dwa wskazniki méwiace o

wydajnoséci modelu: walidacj¢ krzyzowa oraz zdolnos¢ rozpoznawania. [125]

3.3.Analiza statystyczna

Wyniki uzyskane z wykorzystaniem spektrometru MALDI zostaty poddane analizie statystycznej przy
pomocy programu ClinProTools 3.0. Program ten tworzy modele w oparciu o wyzej wymienione
algorytmy; sa to osobne metody obliczeniowe. Uzyskane modele umozliwiajg klasyfikacje grup objetych
badaniem, za$§ walidacja krzyzowa jest metoda pozwalajaca na ocen¢ dzialania klasyfikatora
wykorzystujacego okreslone parametry w oparciu 0 konkretne dane; zdolno$¢ rozpoznawania to odsetek
0sOb objetych badaniem prawidlowo przyporzadkowanych do grup badanych oraz walidacja zewngtrzna.
W trakcie analiz dokonano poréwnania grupy celiakia z zespotem zaburzen wchtaniania, celiakia z grupa
kontrolng oraz zesp6t zaburzen wchtaniania z grupg kontrolng. Grupy te poddano analizie z
wykorzystaniem opisanych algorytméw. Dokonano takze identyfikacji peptydow. Najlepsza rozdzielczos¢
metody jest dla peptydéw ponizej 3500 kDa, dlatego tez biatka o masie czasteczkowej wyzszej nie zostaty
brane pod uwage.[124]

W programie ClinProTools generowane sg modele, ktore dziataja jak klasyfikatory. Celem generowania
modelu jest opisanie klas widm generacji modelu w taki sposob, aby nowe widma moglty by¢
sklasyfikowane. Program ClinProTools korzysta z trzech algorytmow, ktore roznig si¢ miedzy sobg

metodologia, zaletami oraz wadami.
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Algorytm GA opiera si¢ na idei ewolucji, gdzie najlepiej przystosowane osobniki maja najwigksze szanse
na przetrwanie. Algorytm ten pracuje na populacji sktadajacej si¢ z réznorodnych kombinacji pikow.
Podczas selekcji najsilniejsze kombinacje pikow sg wybierane, a stabsze sa dyskwalifikowane.

Algorytm SNN jest algorytmem opartym na prototypie klasyfikacji. Jezeli bierze si¢ pod uwage zbior
podzielony na dwie klasy, algorytm ,,probuje” identyfikowa¢ charakterystyczne widma poszczeg6lnych
klas. Widma te nazywane sg prototypami i moga by¢ w jaki§ sposdb uznane jako prototypowe probki
poszczeg6lnych Klas.

Algorytm QC nalezy do jednowymiarowych sortujacych algorytméw.Srednie z obszaréw pikow sa
przechowywane w modelu razem z pewnymi danymi statystycznymi, takimi jak warto$¢ p w pewnych
pozycjach pikow. Do klasyfikacji w kazdym potozeniu piku obliczana jest i normalizowana odwrotna
réznica powierzchni piku i klasy. [126] Dla stworzonych modeli wyliczono zdolno$¢ rozpoznawania oraz
walidacj¢ krzyzowa.

Walidacja krzyzowa (cross validation) to metoda statystyczna pozwalajaca wybra¢ odpowiedni model
stosowany do rozwigzywania problemoéw praktycznych analizy danych. Zatem walidacja krzyzowa jest
kryterium decyzyjnym w wyborze odpowiedniego modelu [127]. Metoda walidacji krzyzowej polega na
dzieleniu zbioru danych na mniejsze podzbiory czyli inaczej krotno$ci. Nastgpnie generowane sg modele,
ktore wylaczaja kolejno dane z kazdej podgrupy. Pierwszy wygenerowany model opiera si¢ na wszystkich
obserwacjach z wykluczeniem tych w pierwszej krotnosci podzbioru; drugi natomiast opiera si¢ na
wszystkich elementach drugiej proby z wykluczeniem drugiej krotnosci itp. W kazdym uzyskanym modelu
obliczany jest btad na podstawie podgrupy wykluczonej ze wezesniejszych analiz. [128]

Walidacja zewngtrzna podobnie jak walidacja krzyzowa w trakcie generowania modelu przewiduje jego
zdolnos¢ do rozpoznawania. W celu wyliczenia walidacji zewnetrznej nalezy zatadowa¢ nowe zestawy
widm dla kazdej klasy np. kontrola/chorzy grupa 1, grupa 2 itp.). Widma walidacyjne nie powinny by¢
brane pod uwage przy generowaniu modelu i sa przygotowane w taki sam sposob jak widma
wykorzystywane do generacji modelu. Nastgpnie klasyfikacja odbywa si¢ wzgledem danego modelu;
wyklucza si¢ tutaj widma szumowe oraz widma polimerow.[126]

Wykaz odczynnikoéw oraz sprzetu wykorzystanych do profilowania:

a-Cyano-4-hydroksycynamonowy kwas;

Protein Calibration Standard,

Peptide Calibration Standard 11

Kolumna - 75 um 1.D. x 15 cm, packed with Acclaim PepMap100
Etanol Bezwodny do HPLC

2-Propanol do HPLC

Acetonitryl LC-MS

Kwas trifluorooctowy (TFA) >99%

© N o ok~ w NP
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4. Wyniki.

Analizie proteomicznej poddano probki surowicy uzyskane od pacjentdow z rozpoznang chorobg trzewng
przed lub w trakcie hospitalizacji (n=28), z SIBO — zespotem przerostu bakteryjnego jelita cienkiego (n=
31), oraz grupy kontrolnej (n=30). Po odpowiednim przygotowaniu czyli odsoleniu, zatezaniu oraz
frakcjonowaniu probki analizowano przy pomocy spektrometru MALDI — TOF/TOF. Zakres mas wynosit
od 1000 do 10000 Da. Do kalibracji zostat wykorzystany zestaw Peptide Calibration Standard (Bruker).
Uzyskane widma zostaly poddane analizie statystycznej z wykorzystaniem programu CilnProTools 3.0
(Bruker). Program ten dokonuje analizy m.in w oparciu o trzy algorytmy: Genetic Algorithm — GA, Quick

Classifier - QC oraz Supervised Neural Network — SNN, stad r6znice w wynikach.

Dokonano poréwnania grupy z celiakig z grupa kontrolng, SIBO z grupa kontrolng oraz SIBO z chorobg
trzewng z wykorzystaniem trzech modeli/algorytmow. Profile peptydowe zostaty poddane ponadto analizie
za pomocg testu statystycznego T, Wilcoxona oraz Andrson - Darling. Aby uzna¢ pik za istotny

statystycznie poziom istotnosci — p — value < 0,05 w przynajmniej 2 testach.

4.1 Charakterystyka kliniczna
e celiakia

Kryterium rozpoznania choroby trzewnej stanowi wynik w skali Marsch powyzej 3A — ocena bioptatu
pobranego z dwunastnicy w trakcie rutynowo wykonywanej gastroskopii i/lub dodatnie miaanty tTG (jako
wynik dodatni uznano warto$¢ powyzej 20 RU/ml). Dodatkowo oznaczono przeciwciata przeciwko
endomysium, kryterium rozpoznaia — wynik dodatni. U wszystkich pacjentow z rozpoznana choroba
trzewng wykonano test SIBO — kryterium wlaczenia do badania byt ujemny wynik testu. Sposrod 28
pacjentow 4 miato rozpoznana chorobe trzewna podczas hospitalizacji, u pozostatych oséb rozpoznano
chorobe trzewna kilka lat przez hospitalizacja. Srednie stezenie CRP wynosito 4,03 mg/dl, hemoglobiny
12,98 g/dI, stezenie albumin 4,28 g/dl, za$ srednia warto$¢ biatka catkowitego wynosita 6,86 g/dl. Objawy

manifestowane przez pacjentow z celiakig oraz choroby wspotistniejace przedstawia wykres 2.
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Objawy manifestowane przez pacjentdéw oraz schorzenia
wspotistniejgce - celiakia

6 6
5 5
4
I |
utrata masy ciata zaparcie biegunka niedokrwistos¢ cukrzyca choroba
Hashimoto

(€]

S

w

N
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Wykres.2 Objawy manifestowane przez pacjentdw z celiakiag oraz schorzenia wspotistniejace. Liczba

pacjentow n=28

Wsrod pacjentéw ze wspolistniejaca cukrzyca 2 osoby prezentowaly réwnocze$nie niedokrwistos¢ z
niedoboru zelaza, a jedna osoba plci zenskiej miata dodatkowo rozpoznang chorobg Hashimoto, jednak bez
objawow niedokrwistosci niedoborowej. Osoby ze zdiagnozowang chorobg Hashimoto nie manifestowaty
niedokrwisto$ci, jedna osoba zaprezentowala znaczng utrat¢ masy ciata (18 kg/18 miesiecy) z
réwnoczesnym wystepowaniem zapar¢. Zaburzenia rytmu wyprdznien 1 utrata masy ciata dotyczyla przede

wszystkim o0s6b bez zdiagnozowanych chordb wspotistniejacych

e SIBO

Pacjenci z rozpoznanym przerostem bakteryjnym jelita cienkiego zostali zakwalifikowani do grupy
nazwanej zespOt zaburzen wchianiania. Jako kryterium rozpoznania SIBO przyjeto dodatni wynik
wodorowego testu oddechowego wykonanego po obcigzeniu laktulozg. Test wykonano za pomocg
Gastrolyzera; wynik dodatni oznaczat wzrost stezenia wodoru w wydychanym powietrzu o 12 ppm migdzy
30 a 60 min testu od warto$ci na czczo. Wszyscy pacjenci mieli wykluczona chorobg trzewna na podstawie
gastroskopii oraz badan serologicznych — przeciwciata anty tTG/EMA — wynik ujemny. Srednie stezenie
CRP wynosito 3,17 mg/dl, stezenie hemoglobiny wyniosto 12,95 g/dl, $rednie stezenie albumin w surowicy
krwi wyniosto 4,67 g/dl za$ biatka catkowitego 7,23 g/dl. Pacjenci z tej grupy prezentowali bardziej
wyrazone objawy kliniczne manifestujace si¢ jako utrata masy ciata w wigkszo$ci przypadkow (14/31 —

45% pacjentow) oraz biegunki (17/31 — 54% 0s06b)
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Objawy manifestowane przez pacjentéw oraz schorzenia
wspotistniejgce - SIBO
18 17
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utrata masy ciafa zaparcie biegunka niedokrwistos¢ cukrzyca choroba
Hashimoto

N

Wykres 3. Objawy manifestowane przez pacjentéw z SIBO oraz choroby wspdtistniejace. Liczba chorych
n=31

Pacjenci, ktorzy jednocze$nie mieli zdiagnoozowang chorobe¢ Hashimoto nie manifestowali
niedokrwistosci, 3 osoby z 5 skarzyly si¢ na wystgpowanie luznych stolcow. Osoby z biegunkami bez
wspolistniejacych schorzen zgtasaly utrate masy ciala jako dominujacy objaw. Zaden z pacjentow w tej

grupie nie miat rozpoznanej cukrzycy.
e Grupa kontrolna
Grupe kontrolng stanowili pacjenci hospitalizowani z przyczyn gastroenterologicznych u ktdrych

wykluczono celiakie oraz SIBO. W grupie kontrolnej $rednie stezenie CRP wynosito 3,09 mg/dl,

hemoglobina 13,58 g/dl, poziom albumin w surowicy krwi wynosit 4,56 g/dl a biatka calkowitego 7,12
g/dl.
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Objawy prezentowane przez pacjentdw oraz schorzenia
wspotistniejgce - grupa kontrolna
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Wykres 4. Objawy prezentowane przez pacjentdéw z grupy kontrolnej oraz schorzenia wspotistniejace.

Liczba chorych n=30

Wszyscy pacjenci z dodatkowo wspdtistniejaca cukrzyca prezentowali utrate masy ciata oraz biegunki, 2

osoby z 3 manifestowato niedojrwistos¢ z niedoboru zelaza, a jedna osoba z 3 chorobe Hashimoto. Wsrod

pacjentdbw z autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy potowa z nich miala zdiagnozowana

niedokrwisto$¢. Rowniez w tej grupie przewazata biegunka.

4.2 Porownanie surowic pacjentow z celiakia i z grupy kontrolnej:

W modelu ClinProtModel - uzyskano 139 pikow

Tabela 8. Wartosci walidacji krzyzowej, walidacji zewngtrznej oraz zdolnoSci rozpoznawania dla

poszczegdblnych algorytmow (modeli)

A Zdolnos¢ Walidacja zewnetrzna — poprawnos¢
Walidacja . e

Model krzyzowa [%] rozpoznawania klasyfikacji widma [%)]
[%] celiakia Grupa kontrolna
Genetic 68 98 75 50

Algorithm
Supervised 66 88 85 45
Neural Network

Quick Classifier 72 74 85 40

Wartos$ci walidacji krzyzowej oraz zdolno$¢ rozpoznawania pokazuja, ktoéry model (algorytm) jest

najbardziej dokladny; im wyzsze te wartosci tym wigksze jest prawdopodobienstwo poprawnosci
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klasyfikacji. W porownaniu profili peptydowych celiakii i pacjentow z grupa kontrolng najwyzsze wartosci

uzyskat model QC (Quick Classifer)

4.2.1. Celiakia vs grupa kontrolna — model Genetic Algorithm - GA

Tabela 9. Istotnos¢ statystyczna dla pikow zakwalifikowanych do klasyfikacji (p-value)

Masa [Da] Test-T Test Wilcoxona Test Anderson —
Darling
1677,53 0,0846 0,0778 0,125
1655,65 0,4410 0,3340 0,00284
3974,85 0,0993 0,1040 0,0594
1866,11 0,1430 0,1770 <0,000001
1532,37 0,1990 0,2510 0,00159
1441,20 0,1530 0,2010 0,0442
1207,45 0,5760 0,6790 0,0229
4350,57 0,0939 0,0666 0,00153
1457,67 0,2920 0,3260 0,0542
3364,02 0,0669 0,0411 0,0537
4093,23 0,0669 0,0603 0,0343
4646,93 0,0846 0,0778 0,00287
4713,8 0,0846 0,0681 0,003
1435,73 0,1660 0,1700 0,0555
4055,63 0,0669 0,0411 0,00423

Dla modelu Genetic Algorithm uzyskano istotno$¢ satytystyczng w tescie Wilcoxona oraz Anderson -
Darling dla piku o masie 4055,63. Nie wykazano istotnos$ci statystycznej w tescie T — Studenta. Pozostale

piki nie uzyskaty rdznic istotnych statystycznie pomigdzy grupami
Do identyfikacji zakwalifikowano tylko peptydy o masie ponizej 3500 Da — wynika to z ograniczen

metodologicznych. Wartosci powyzej 3500 Da nie byty identyfikowane spekrometrem mas ( zakres od 700
— 3500 Da)
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Tabela 10. Piki roznicujace — identyfikacja peptydow

m/z [Da]

Identyfikacja

1457.67

395415

4055;63

1532.37

1655.65

1677.53

862376

1351.46

1866.11

1897.17

1564.17

419636

2770.32

2682.4

1526.62

48376

Pogrubiong czczionka zaznaczono pik wykazujacy istotne statystycznie roznice pomig¢dzy grupami. Z

tabeli wykreslono piki o m/z powyzej 3500 Da -z uwagi na rozdzielczo$¢ metody nie byly one poddawane

identyfikacji.
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4.2.2 Celiakia vs grupa kontrolna - model Supervised Neural Network - SNN

Tabela 11. Istotnos¢ statystyczna dla pikéw zakwalifikowanych do klasyfikacji (p-value)

Masa [Da] Test T Test Wilcoxona Test Anderson -
Darling
1364,59 0,6780 0,6740 0,000608
1229,40 0,9340 0,9540 0.116
1677,53 0,0846 0,0778 0,125
1389,66 0,6780 0,6790 0,00359
1261,51 0,8820 0,9540 <0.000001
1419,68 0,1660 0,1800 0,00596
1866,11 0,1430 0,1770 <0.000001
1021,28 0,8820 0,9350 <0.000001
1277,49 0,7490 0,1700 <0.000001
3192.87 0,0939 0,0257 <0.000001
1585,04 0,8570 0,3510 0,000383
2770,02 0,1430 0,0778 0,0000598
3284,71 0,0669 0,0132 <0.000001
3303,28 0,0774 0,0180 <0.000001
1441,20 0,1530 0,2010 0,0422
1526,62 0,1320 0,1410 0.0977
2554,45 0,0920 0,0666 <0.000001
4212,20 0,1010 0,1010 <0.000001
2933,24 0,1160 0,0411 <0.000001
3214,75 0,0537 0,0113 0,000109
1532,37 0,1990 0,2510 0,0159
437342 0,0794 0,0447 0,00159

W modelu Supervised Neural Network uzyskano istotne statystycznie réznice w intensywnosci dla pikow
0 masie (w Da): 3192,87, 3284,71, 3303,28, 2933,24, 3214,75 oraz 4373,42 w tescie Wilcoxona oraz

Anderson-Darling (wythuszczonym drukiem i podkreslone).
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Tabela 12. Piki roznicujace — identyfikacja peptydow

m/z [Da] | ldentyfikacja

1389.66 | ------------

1364.59 | --------m---

1229.4 | —-meeeemee-

1677.53 | --------mm--

1261.51 | ------------

1419.68 | ------------

1553.66 | fibrinogen alpha chain

1021.28 | fibrinogen alpha chain

1457.67 | ------------

1866.11 | complement C3

1078.26 | fibrinogen alpha chain

3284.71 | ------------

3303.28 | ------------

1585.04 | ------------

2554.45 | fibrinogen alpha chain

1277.49 | —--mmmmeme-

3192.87 | ------------

2933,24 | ------------

1526.62 | serum deprivation-response protein

3214.75 | --------mm--

437342 | ----mmeeee

1504.98 | complement C3

2770.02 | ------mmmmm-

Z tabeli wykreslono piki o m/z powyzej 3500 Da — nie byty one poddawane identyfikacji; wynika to z

rozdzielczosci metody, za$ pogrubiong czczionka podkreslono peptydy wykazujace rdéznice w

intensywnos$ci pomigdzy grupami.
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4.2.3 Celiakia vs grupa kontrolna — model Quick Classifier

Tabela 13. Istotnos¢ statystyczna dla pikow zakwalifikowanych do klasyfikacji (p-value)

Masa m/z [Da] Test T Test Wilcoxona Test Anderson -
Darling
321475 0,0537 0,0113 0,000109

Tabela 14 . Piki roznicujace — identyfikacja peptydow

m/z [Da] | identyfikacja

321475 | -

W przypadku modelu Quick Classifier uzyskano istotnie statystystyczng rdznicg¢ w przypadku surowicy

0sOb z celiakig a os6b z grupy kontrolnej — bialko roéznicujace o masie czasteczkowej 3214,75 (test

Wilcoxona p value = 0,0113, test Anderson - Darling p value = 0,000109) oraz tendencji statystycznej

wykazanej w tescie T - Studenta (p - value na granicy istotnos$ci statystycznej = 0,0537). Ponadto algorytm

Quick Classifier uzyskat najwyzsze wartosci procentowe dla walidacji krzyzowej oraz zdolnoSci

rozpoznawania.

Dokonano takze poréwnania wartosci wynikow badan laboratoryjnych. Nie uzyskano istotnych

statystycznie roznic w parametrach laboratoryjnych (poziom istotnosci p <0,05)

Tabela 15. Poréwnanie parametréw laboratoryjnych — (wartosci $rednie) - miedzy grupami celiakia/grupa

kontrolna
Celiakia Kontrola P —value
Albuminy 4,28 g/l 4,56 g/dI 0,102
Biatko 6,86 g/l 7,12 g/dI 0,183
catkowite
CRP 4,03 mg/dl 3,9 mg /di 0,098
Hemoglobina | 12,98 g/dI 13,58 g/dI 0,095
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4.3 Poréwnanie surowic pacjentéw z zespdtem zaburzen wchitaniania (SIBO) i z grupy kontrolnej.

W modelu ClinProtModel - uzyskano 132 piki

Tabela 16. Wartosci walidacji krzyzowej, walidacji zewngtrznej oraz zdolno$ci rozpoznawania dla

poszczegblnych algorytméw (modeli)

Zdolnos¢

Walidacja zewnetrzna — poprawnos$¢

Model kr\:\lyzlc:‘\faq[;] rozpoznawania klasyfikacji widma [%]
[%] SIBO Grupa kontrolna
Genetic 49 92.08 86.7 40
Algorithm
Supervised 58.77 80.31 86.7 30
Neural Network
Quick Classifier 52.46 68.31 46.7 30

Najwyzsze warto$ci walidacji krzyzowej i zdolnosci rozpoznawania uzyskano dla modelu Supervised

Neural Network. Model ten warunkuje najwieksza poprawno$¢ klasyfikacji w poréwnaniu grup

SIBO/kontrola.

4.3.1 Poréwnanie SIBO vs grypa kontrolna — model Genetic Algorithm

Tabela 17. Istotnos¢ statystyczna pikoéw zakwalifikowanych do klasyfikacji (p-value)

Masa w Da Test T Test Wilcoxona Test Anders -Darling
9318,52 0.531 0.486 0.0334
1479,54 0.743 0.513 0.0122
1245,45 0.743 0.955 0.0378
1207,45 0.531 0.491 0.031
1277,48 0.442 0.397 0.00000633
1304,75 0.442 0.397 0.317
4647,16 0.566 0.551 0.085
9377,58 0.562 0.525 0.0219
9357,73 0.531 0.486 0.0334
2769,95 0.734 0.486 < 0.000001
3954,27 0.531 0.486 < 0.000001
1519,73 0.531 0.506 0.0421
1866,12 0.786 0.851 < 0.000001
3192,87 0.62 0.507 < 0.000001
1389,69 0.734 0.875 0.000493
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Dla algorytmu Genetic Algorithm nie wykazano roznic istotnych statystycznie w intensywno$ci dla

zadnego z pikow.

Tabela 18. Piki roznicujgce wraz identyfikacja.

m/z [Da]

Identyfikacja

9318:52

1479.54

1245.45

1207.45

1277.48

1304.75

464416

937458

935443

2769.95

395424

1519.73

complement C3 (oxidation)

1866.12

complement C3

3192.87

1389.69

Do identyfikacji zakwalifikowano tylko peptydy o masie ponizej 3500 Da — wynika to z ograniczen

metodologicznych. Warto$ci powyzej 3500 Da nie byty identyfikowane spekrometrem mas (zakres od 700

~ 3500 Da)
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4.3.2 Poréwnanie SIBO vs grupa kontrolna — model Supervised Neural Network

Tabela 19. Wartosci p- value w poszczegdlnych testach statystycznych — piki zakwalifikowane do

klasyfikacji
Masa [Da] Test T Test Wilcoxona Test Anderson -
Darling
1261,52 0.391 0.397 < 0.000001
1389,69 0,734 0,875 0,000493
1441,18 0.598 0.506 0.0105
1245,45 0,743 0,955 0,0378
1364,56 0,977 0,525 0,000471
1866,12 0,786 0,851 < 0.000001
1078,26 0,763 0,939 < 0.000001
1021,26 0,821 0,742 < 0.000001
1479,54 0,743 0,513 0,0122
1435,71 0,745 0,7 0,0679
1457,65 0,814 0,7 0,0165
2933,23 0,734 0,542 < 0.000001
1229,39 0,665 0,75 0,00386
3192,87 0,62 0,507 < 0.000001
1207,45 0.531 0.491 0.031
5952,03 0,531 0,418 < 0.000001
4242,19 0.562 0,506 < 0.000001
3284,67 0.442 0.397 < 0.000001
3303,29 0,531 0,397 < 0.000001
4251,43 0.442 0.397 0.00125
1504,99 0.566 0.486 0.293
1655,66 0,745 0,978 < 0.000001

Dla modelu Supervised Neural Network rowniez nie uzyskano réznic istotnych statystycznie we wszystkich

testach. Algorytm ten cechuje si¢ najwyzszymi wartosciami dla walidacji krzyzowej 1 zdolnosci

rozpoznawania.
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Tabela 20. Piki roznicujace oraz identyfikacja

m/z [Da]

Identyfikacja

1261.52

1389.69

1441.18

1245.45

1364.56

1866.12

complement C3

1078.26

fibrinogen alpha chain

1021.26

fibrinogen alpha chain

1479.54

1435.71

1457.65

2933.23

1229.39

3192.87

1207.45

5952.03

421219

3284.67

3303.29

425143

1504.99

1504.99

complement C3

1655.66

inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4

Podobnie jak w poprzednich modelach do identyfikacji zakwalifikowano tylko peptydy o masie ponizej

3500 Da — wynika to z ograniczen metodologicznych. Wartosci powyzej 3500 Da nie byty identyfikowane

spekrometrem mas (zakres od 700 — 3500 Da)
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4.3.3 Poréwnanie SIBO vs grupa kontrolna — model Quick Classifier

Tabela 21. Istotnos¢ statystyczna pikéw zakwalifikowanych do klasyfikacji (p-value)

Masa [Da] Test -T Test Wilcoxona Test anderson—
Darling
1261.52 0,391 0,397 <0,00001
1277.48 0,442 0,397 0,00000633
1283.27 0,318 0,397 0,0000018
1299.4 0,318 0,397 0,00127
1304.75 0,442 0,397 0,317
1466.65 0,442 0,397 0,0342
1568.57 0,531 0,397 <0,00001
1584.96 0,562 0,397 0,0000113
1660.99 0,562 0,397 <0,00001
2682.41 0,525 0,397 0,00713
2793.65 0,566 0,397 <0,00001
2993.41 0,531 0,397 0,129
3214.85 0,442 0,397 0,00013
3232.42 0,562 0,397 <0,00001

Dla modelu Quick Classifier rowniez nie uzyskano rdznic istotnych statystycznie.
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Tabela 22. Piki rdznicujace oraz identyfikacja

m/z [Da]

Identyfikacja

1261.52

1277.48

1283.27

1299.4

1304.75

1466.65

fibrinogen alpha chain

1568.57

kininogen-1

1584.96

inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4

1660.99

2682.41

2793.65

2993.41

3214.85

3232.42

W tej grupie rowniez porownano wybrane warto$ci parametrow laboratoryjnych surowic pacjentow z SIBO

oraz z grupy kontrolnej. Nie uzyskano réznic istotnych statystycznie.

Tabela 23. Poréwnanie wartosci parametréw laboratoryjnych — SIBO/grupa kontrolna (warto$ci Srednie)

SIBO Kontrola P-value
Albuminy 4,67 g/dl 4,56 g/dl 0,303
Biatko catkowite 7,23 g/dl 7,12 g/dl 0,308
CRP 3,17 mg/dl 3,9 mg/dl 0,519
Hemoglobina 12,95 g/dl 13,58 g/dl 0,941
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4.4 Pordwnanie surowicy pacjentdw z rozpoznang celiakig i SIBO (zesp6t zaburzen wchtaniania)

Uzyskano 137 pikow

Tabela 24. Wartosci walidacji krzyzowej, zewnetrznej oraz zdolnosci rozpoznawania dla poszczegolnych

modeli.

Walidacja Zdolnos¢ ' Walidacja ze\{vnetrzn_a — poprawnos¢

Model krzyzowa [%] rozpoznawania klasyfikacji widma [%]

[%] Celiakia ZZW (SIBO)
Genetic 52.92 88.15 71.4 53.3
Algorithm
Supervised 58.69 74.15 95.2 13.3
Neural Network

Quick Classifier 35.15 64.23 14.3 93.3

Najwyzsze wartosci walidacji krzyzowej oraz zdolnosci rozpoznawania uzyskat model Supervised Neural

Network, a wiec gwarantuje najwigcksza poprawnos¢ w klasyfikacji.

4.4.1 Poréwnanie celiakia vs ZZW (SIBO) - Genetic Algorithm

Tabela 25. Istotnos¢ statystyczna — p- value dla poszczegdlnych pikdw zakwalifikowanych do klasyfikacji.

Masa w [Da] Test T Test Wilcoxona Test  Anders -
Darling
1419,67 0,598 0,676 0,0137
6642,18 0,417 0,44 0,00579
1655,68 0,467 0,44 <0,000001
3303,3 0,417 0,44 0,00074
3263,97 0,417 0,44 <0,000001
1537,76 0,568 0,763 <0,000001
3192,95 0,417 0,44 <0,000001
2022,25 0,463 0,44 0,0048
1373,43 0,417 0,44 0,011
1264,02 0,417 0,44 0,000351
4271,53 0,605 0,644 0,037
1299,43 0,417 0,44 <0,000001
4093,36 0,417 0,44 0,00453
1441,16 0,632 0,727 0,00808
4127,17 0,417 0,44 0,00984

W modelu Genetic Algorithm nie uzyskano istotnosci statystycznej dla zadnego z pikow.
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Tabela 26. Piki roznicujace oraz identyfikacja

m/z {Da}

Identyfikacja

1419.67

664218

1655.68

3303.3

3263.97

1537.76

3192.95

2022.25

1373.43

1264.02

427153

1233.43

409336

1441.16

4271

Podobnie jak w poprzednich modelach do identyfikacji zakwalifikowano tylko peptydy o masie ponizej

3500 Da — wynika to z ograniczen metodologicznych. Wartosci powyzej 3500 Da nie byly identyfikowane

spekrometrem mas (zakres od 700 — 3500 Da)
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4.4.2 Model Supervised Neural Network — poréwnanie celiakia vs ZZW

Tabela 27. Istotno$¢ statystyczna — p- value dla poszczegolnych pikow zakwalifikowanych do klasyfikacji.

Masa —w Da Test -T Test Wilcoxona Test Anderson —
Darling
1897,2 0,925 0,44 <0,000001
1568,6 0,467 0,44 <0,000001
1261,56 0,417 0,44 <0,000001
1655,68 0,417 0,44 0,000001
1564,21 0,417 0,44 <0,000001
1419,67 0,598 0,676 0,0137
1526,62 0,417 0,44 0,25
1505,03 0,529 0,558 0,375
3263.97 0,417 0,44 <0,000001
1078,25 0,568 0,798 0,000001
1677,57 0,486 0,727 0,0000169
1021,27 0,664 0,581 <0,000001
2554,46 0,417 0,44 <0,000001
4413,08 0,417 0,44 <0,000001
4374,39 0,417 0,44 <0,000001
2933,24 0,417 0,44 <0,000001
1585,14 0,568 0,476 <0,000001
1264,02 0,417 0,44 0,000351
3954,55 0,616 0,54 0,0685

Algorytm ten ma majwyzszg wartos¢ walidacji krzyzowej oraz zdolno$ci rozpoznawania. Wykazano

istotnie statystycznie roznice dla wybranych pikow tylko w tescie Anderson — Darling
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Tabela 28. Piki roznicujace i identyfikacja

m/z [Da

Identyfikacja

1897.2

1568.6

1261.56

1655.68

inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4

1564.21

kininogen-1

1419.67

1526.62

1505.03

3263.97

1078.25

1677.57

1021.27

fibrinogen alpha chain

2554.46

fibrinogen alpha chain

441308

437439

2933.24

1585.14

1264.02

395455

Do identyfikacji zakwalifikowano tylko peptydy o masie ponizej 3500 Da — wynika to z ograniczen

metodologicznych. Wartosci powyzej 3500 Da nie byty identyfikowane spekrometrem mas (zakres od 700

~ 3500 Da)
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4.4.3 Model Quick Classifier - porownanie celiakia vs ZZW

Tabela 29. Istotno$¢ statystyczna — p- value dla poszczegolnych pikow zakwalifikowanych do klasyfikacji.

Masa —w Da Test t Test Wilcoxona Test  Anders —
Darling

1261,56 0,417 0,44 <0,000001

1264,02 0,417 0,44 0,000351

1283,29 0,417 0,44 <0,000001

Nie uzyskano istotnych statystycznie roznic pomiedzy grupami w algorytmie Quick Classifier

Tabela 30. Piki roznicujace oraz identyfikacja

m/z [Da]

Identyfikacja

1261.56

1264.02

1283.29

Aby uzna¢ pik za istotny statystycznie musi zosta¢ wykazana istotno$¢ statycztyczna (p-value<0,05) w

conajmniej 2 testach statystycznych [127]

Rowniez dokonano poréwnania parametrow laboratoryjnych pomi¢dzy grupami

Tabela 31. Porownanie parametrow laboratoryjnych pomigedzy grupami — grupy SIBO/celiakia (wartosci

srednie)
Celiakia SIBO P- value
Albuminy 4,28 g/dl 4,67g/dl 0,030
Biatko (§r) | 6,86 g/dlI 7,23 g/dl 0,062
CRP 4,03 mg/dl 3,17 mg/dl 0,053
Hemoglobina | 12,98 g/dI 12,95 g/dl 0,943
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Uzyskano istotnie statystyczng roznice w stgzeniu albumin w surowicy krwi pomigdzy grupa pacjentow z
rozpoznanym SIBO oraz celiakig (p = 0,03). Pacjenci z rozpoznang celiakia w momencie wigczenia do
badania mieli juz postawione rozpoznanie i przestrzegali diety bezglutenowej; prezentowali mniej
wyrazone objawy kliniczne. Wsérod pacjentow zakwalifikowanych do grupy SIBO w momencie rekrutacji
do badania 54% chorych prezentowato biegunki (jako definicj¢ biegunki przyjeto powyzej 3 stolcow/dobe
0 zmienionej konsystencji) oraz utat¢ masy ciata — 45% o0séb. W przypadku celiakii odpowiednio 17% i
21%. Przypuszczalnie istniejg jeszcze inne czynniki majgce wplyw na odbudowe kosmkow jelitowych.
Istotny jest tez ponad 5 letni czas trwania choroby, ktory niesie ze sobg implikacje metaboliczne, stad nizszy
poziom albumin w surowicy krwi. Ponadto zwraca uwagg p - value 0,053 (na granicy istotnosci
statystycznej) w poréwnaniu parametru CRP pomiedzy grupami, stad wniosek, ze CRP moze mie¢

znaczenie (prawdopodobny stan zapalny).
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Piki réznicujgce:(masa w m/z) — p<0,05

s 319287
e 328472
s 3303,28
s 933,24

* 321475 (pik wskazany w 2
modelach) potencjalny marker

s 437343

s AD55,63

Identyfikacja:

complement C3
“Mibrinogen alpha chain
celiakia - (celiakia) ‘+ kontrola

“Tinter-alpha-trypsin inhibitor

heavy chain H4 (celiakia)
‘I*SDPR (celiakia)

Identyfikacja: Identyfikacja:
M SDPR (celiakia) inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
complement C3 H4
kininogen-1 kininogen-1

complement C3
complement C4

T fibrinogen alpha chain (51BO)
T mucin 3A (SIBO)

T inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain H4
(SIBO)

oznaczone piki nie oznaczone piki nie
wykazywaty réznic istotnych wykazywaty réznic istotnych
statystycznie w ekspresji statystycznie w ekspres;ji

miedzy grupami miedzy grupami
celiakia/SIBO SIBO SIBO/kontrola

Eyec. 1. Graficzne przedstawienie wnikow.

Pordwnanie surowic 3 grup pacjentow: celiakia’kontrola, SIBOvkontrola oraz celiakia/SIBO. Zardwno w
przvpadku celiakii jak 1 SIBO mo#na zaobserwowac nieznaczny wzrost ekspresji fibrynogenu.

SDPR - serum deprivation-response protein, SIBO — small intestinal bacterial overgrowth



5.1. Dyskusja

Kompletng sekwencje genomu cztowieka opublikowano w 2001, stad kolejnym etapem niezwykle
istotnym dla badaczy stato si¢ opracowanie listy biatek wystepujacych w organizmie ludzkim, ktore ogolnie
okreslono mianem proteomu. Nazwa proteom wywodzi si¢ z angielskiego wyrazenia PROTEinsexpressed
by the genOME i jest to zbior wszystkich biatek kodowanych przez genom, wytwarzanych przez komorke
czy tkanke. Badania proteomiczne koordynowane sa przez powolang w 2001 Organizacj¢ Proteomu
Ludzkiego (HUPO), same badania za$ bazujg na metodach rodziatu bialek oraz bioinformatyce potaczonej
z badaniami spektrometrycznymi. [129] Bioinformatyka proteomiczna jest narz¢dziem wykorzystywanym
w badanichproteomicznych; pozwala na opracowanie kontretnych programow i algorytmdw, ktore w
znacznym stopniu utatwiaja analize wynikow eksperymentu. Najczgsciej w badaniach proteoimicznych
porownuje si¢ profile peptydowe grup pacjentow— zdiagnozowanych oraz grupy kontrolnej. Analizy
dokonuje si¢ z zastosowaniem algorytmow bioinformatycznych celem uzyskania najbardziej
reprezentatywnych wynikow. Proteomika kliniczna jest to dziat nauki, ktorej istota jest poszukiwanie

istotnych roznic w profilach peptydowych 0sob zdrowych i chorych. [130]

Obecnie wysoko zaawansowane metody takie jak proteomika czy genomika mogg dostarczy¢ wielu
cennych informacji dotyczacych chorob zwracajacych szczegdlng uwage klinicystow. Metody te moga
pozwoli¢ zrozumie¢ molekularne mechanizmy prowadzace do zachorowania na celiakie. W swoim badaniu
Tavirani M.R i wspprzeprowadzili badanie polegajace na analizie profilu RNA pacjentow z rozpoznang
chorobg trzewna. Wykazano zwigzek z receptorem CXCR1, gdzie w przypadku pacjentéw z celiakia jest
wyzsza ekspresja genu kodujgcego to biatko. Dodatkowo wykazano korelacj¢ pomiedzy genami
kodujacymi NFKB1, IL6 oraz TP53 a zachorowaniem na celiaki¢; ponadto gen TP53 1 jego produkt sg

dobrze znane jako inicjator stanu zapalnego czy powigzan z geneza wielu rodzajow nowotworow.[131]

W ostatnich latach proteomika kliniczna bardzo si¢ rozwija, analizy osocza czy innych ptynow ustrojowych
generuja wzorce pikdéw o masie oscylujacej migdzy 1 a 20 kDa odpowiedzialne za dyskryminacje
odpowiednio 0s6b zdrowych oraz z r6znymi jednostkami chorobowymi np. rak prostaty, piersi czy inne.
Dalsze badania identyfikujace piki roznicujace wykazaty, ze oznaczne biomarkery sa fragmentami
mniejszych lub wigkszych biatek obecnych w surowicy. Wiele markerow specyficznych dla danych
jednostek chorobych jest identyfikowanych za pomocg metod immunoenzymatycznych badz fluorescencji.
Sparbier K. 1 wsp wykazali, ze w porownaniu do metody ELISA metoda badawcza wykorzystujaca
spektrometri¢ MALDI — TOF jest bardziej czuta. Metoda ta pozwala analizowa¢ peptydy 1 biatka z duza
doktadnoscia jesli chodzi o mase czasteczkowa. [132]
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Z uwagi na fakt, ze zespét zaburzen wchlaniania jest zespotem o réznorodnym obrazie klinicznym,
diagnostyka stanowi pewne trudno$ci. Objawy najczesciej sg niespecyficzne, moga wystgpowac w roznych
jednostkach chorobowych, co moze wigza¢ si¢ z blednym rozpoznaniem. Najczesciej wystepujacym
objawem jest przewlekla biegunka, ktéra wystepuje rowniez w przypadku innych schorzen, co moze
op6zniaz leczenie i rozpoznanie. Dlatego do diagnostystyki przyczyn zespotu zaburzen wchtaniania
wykorzystuje si¢ szczegdtowe badania stolca, endoskopie czy badania krwi. Zaburzenia wchlaniania
najczesciej maja charakter wrodzony lub nabyty 1 moga by¢ globalne lub dotyczy¢ tylko jednego sktadnika
odzywczego. Zawzyczaj dochodzi do zaburzen przebtonowegotransporu sktadnikow odzywczych przez

btony komorek nabtonka jelitowego [133]

Choroba trzewna stanowi istotny problem diagnostczny, nalezy do przewleklych zaburzen jelita cienkiego,
gdzie u predysponowanych genetycznie osob dochodzi do atrofii kosmkow jelitowych po ekspozycji na
gluten; dotyczy to okoto 1% populacji. [134] R6zne manifestacje kliniczne choroby powoduja, ze 6 na 7
pacjentdw nie zostaje zdiagnozowanych. Ta dysproporcja wskazuje na czeste wystgpowanie postaci nieme;j
klinicznie bez klasycznych objawdw gastroenterologicznych takich jak biegunka czy niedozywienie.
Objawy pozagastroenterologiczne sa niespecyficzne 1 zazwyczaj jest to niedokrwisto$¢, osteoporoza czy
zaburzenia funkcji tarczycy. Postawienie rozpoznania jest kluczowa kwestig; nieleczona 1
niezdiagnozowana choroba trzewna prowadzi do wystgpienia wielu powiktan ogdlnoustrojowych takich
jak nieptodno$¢, osteoporoza, zbedne zabiegi chirurgiczne czy w koncu kancerogeneza. Tylko
rygorystyczne przestrzeganie diety bezglutenowej moze zapobiec powiktaniom. [135]

Diagnostyka opiera si¢ na badaniach serologicznych, czyli przeciwcial antyendomyzjalnych (EMA) oraz
przeciwcial przeciw transglutaminazie tkankowej. [ 136]. Nadal wyzwaniem diagnostycznym jest obecno$¢
atrofii kosmkoéw z negatywnymi wynikami serologicznymi. Poniewaz jest mato danych literaturowych
odnosnie seronegatywnej postaci celiakii, nie jest do konca jasne, czy wystepuja roznice kliniczne
pomiedzy seropozytywna i seronegatywng postacia choroby trzewnej. Konieczne jest zatem zdefiniowanie
jaka jest czgsto$¢ wystepowania celiakii seronegatywnej wsrod chordb przebiegajacych z zanikiem
kosmkow jelitowych. [137] Choroba trzewna stanowi okoto 79 do 93% przypadkéw zaniku kosmkow
jelitowych, w tym wariant seronegatywny. Inne przyczyny zaniku kosmkoéw do réznicowania z celiakig to
enteropatia polekowa, ztozony nabyty niedobdr odpornosci (CVID), choroba Lesniowskiego — Crohna,
HIV oraz chtoniaki. Istnieje takze wariant choroby trzewnej z dodatnim mianem przeciwcial oraz ujemnym
badaniem gentycznym. Wspolnym postepowaniem dla wszystkich enteropatii bedzie zatem szczegdtowe
przeprwadzenie wywiadu oraz endoskopia. [138]

Opoznienie diagnostyki oraz brak postawienia rozpoznania nadal jest czgstym problemem w parktyce
klinicznej. Pomimo dostepnych narzedzi diagnostycznych obserwuje si¢ powiklania takie jak choroby

nowotworowe m.in. adenocarcinoma czy chloniaki. Do wystapienia chloniaka predysponuje celiakia
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dietooporna typ 2 (RCD2) — 50% pacjentow manifestuje objawy w poznym stopniu zaawansowania i
najczesciej wymagaja procedur chirurgicznych. Wcezesne rozpoznanie choroby trzewnej pozwolitoby
unikng¢ wystapienia powiktan. W celu wykonania doktadnej diagnostyki mozna wykorzystywaé
endoskopie kapsutkows, jednk metoda ta jest bardziej dedykowana pacjentom z chorobg Lesniowskiego —
Crohna. Zastosowanie badan radiologicznych, w tym rezonasu magnetycznego pozwala uwidocznié
powiktania choroby trzewnej, nie ma jednak mozliwosci roznicowania celiakii oraz celiakii dietoopornej

typ 1 (RCD1), natomiast idealnie sprawdza si¢ do oceny wystepowania chtoniaka.[139]

Dyspepsja czynnosciowa jest jednym z czestszych zaburzen gastroenterologicznych. Wystepuje u okoto
20% populacji i wplywa negatywnie na jakos$¢ zycia. Sugeruje si¢ zwigzek pomigdzy wystgpowaniem
SIBO a dyspepsja czynno$ciowa. Pacjenci najczesciej manifestuja objawy zespotu zaburzen wchtaniania,
a wigc biegunki, niedozywienie czy wzdgcia. Ztotym standardem w diagnostyce SIBO jest pobranie
aspiratu z proksymalnej cze$ci jelita cienkiego, czego najczgsciej nie wykonuje si¢ ze wzgledu na
inwazyjno$¢. Wodorowe testy oddechowe jako nieinwazyjne narzedzie obarczone sa mozliwos$cia
wystgpienia wyniku falszywie negatywnego. [140] Dodatkowo 15% populacji posiada flor¢ bakteryjng nie
produkujaca wodoru, co moze utrudnia¢ diagnostyke. Ponadto okoto 56% pacjentow z dyspepsja
czynno$ciowg prezentuje objawy SIBO. Zaburzenie to moze powodowa¢ niedobory witaminy B12,
hipoalbuminemi¢ czy wzrost markerow zapalnych [141] Brak wczesnego rozpoznania moze prowadzi¢ do
wystgpienia zespotu jelita drazliwego (IBS), niealkohlowe] sttuszczeniowej choroby watroby (NAFLD),
zapalnych chorob jelit czy ostrego zapalenia trzustki. SIBO jest przyczyna gorszego przebiegu ostrego
zapalenia trzustki oraz wystgpienia niewydolnosci wielonarzadowej. W przypadku wspotistnienia SIBO i
ostrego zapalenia trzustki znacznie wzrasta $miertelnos¢ — z 23 do 85% Szybkie rozpoznanie moze

zapobiec powiktaniom.[142].

Dane literaturowe pokazuja, ze badania proteomiczne maja zastosowanie w diagnostyce roznych jednostek
chorobowych. Li Zhang i wsp. dokonali analizy proteomicznej surowicy pacjentow z zaburzeniami w
obrebie tetnic wiencowych w przebiegu choroby Kawasaki. Wykorzystano metode identyfikacji przy
pomocy spektrometru MALDI — TOF. Zidentyfikwano 38 dyskryminujacych peptydow. Nastepnie trzy z
nich —-SHGB, LRGL1 i TF zostaty poddane walidacji poprzez analiz¢ western blot. Zidentyfikowano takze
takie biatka jak inhibitor inter alfa trypsyny (ITI), kininogen 1 (KNG 1), SERPINC1 (antytrombina I1)
oraz  SERPINAL (alpha-1-antytripsin) Ostatecznie wszystkie peptydy zostaly poddane obrobce
bioinformatycznej. Gléwne funkcje wykrytych peptydow to aktywacja kaskady dopetniacza, modulacja
odpowiedzi zapalnej czy odpornosci humoralnej. Biatko LGR1 (leucine-rich alpha-2-glycoprotein)
odgrywa kluczowa role w odpowiedzi immunologicznej w przypadku infekcji, inhibitor inter alfa trypsyny

jest biatkiem ostrej fazy. SERPINA1 nalezy do inhibitorow enzymoéw neutrofili. Wzrost aktywnosci LRG1
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ITI oraz zmniejszenie aktywnos$ci jednostki C3 dopetniacza moze sugerowac role odpowiedzi zapalnej w
przebiegu infekcji patogenezg choroby Kawasaki. [143]

Inna analiza proteomiczna zostata przeprowadzona przez Aili He i wsp. i dotyczyta pacjentéw chorujacych
na szpiczaka mnogiego. W badaniu poréwnano surowice 48 pacjentow z rozpoznanym szpiczakiem
mnogim oraz 74 pacjentdw z grupy kontrolnej. Do poréwnan wykorzystano spektrometr MALDI — TOF
oraz oprogramowanie bioinformatyczne CLINPROT system. Uzyskane widma analizowano statystycznie
przy pomocy testu Welsha oraz dokonano analizy przy pomocy algorytmu SNN (Supervised Neural
Network). Uzyskano 49 pikéw z istotnoScig statystystyczng p<0,0001, z tego zas najbardziej
dyskryminujgce okazaly si¢ piki 2900,4, 3315,96, 7763,24 oraz 2660,65. Dlatego badania proteomiczne
moga okazad si¢ istotnym i pomocnym narz¢dziem diagnostycznym. [144]

Na potrzeby powstawania niniejszego opracowania przeszukano dostepne bazy danych, migdzy innymi
baze Biblioteki Gtoéwnej Uniwersyeteu Medycznego w Poznaniu. Wprowadzono w wyszukiwarke hasto
»proteomic analysis in celiac disease” uzyskujac 4443 rekordy, z czego wigkszo$¢ dotyczyta wykorzystania
badan proteomicznych w przemysle spozywczym. W podobny sposob przeszukamo bazg PubMed i
uzyskano okoto 1380 rekordow, gdzie prace rowniez dotyczyly przemystu spozywczego. Rozszerzajac
zakres poszukiwan poprzez wpisanie hasta ,,proteomic analysis” uzyskano opracowania dotyczace
wykorzystania tej] metody badawczej gtownie w dziedzinie onkologii. Liczba opracowan dotyczacych
bezposrednio tematu badan proteomicznych w celiakii czy ogoélnie w zespole zaburzen wchtaniania jest
niska, mato jest dostepnych badan. W przypadku choroby trzewnej wyszukano tylko kilka prac, natomiast
nie ma w przegladzie literaturowym opracowan dotyczacych bezposrednio SIBO. Wpisujac w
wyszukiwarke wymionych powyzej baz danych hasto ,,proteomic analysis in small instestinal bacterial
overgrowth” lub ,, proteomic analysis in SIBO” uzyskano rekordy odnoszace si¢ do definicji badan
protemicznych lub definicji i leczenia SIBO.

Bromilow S. i wsp. wykorzystali metody analiz proteomicznych do stworzenia bazy danych peptydéw
glutenowych r6znych gatunkéw zbdz. Do projektu wybrano heksaploidalne odmiany pszenicy, gdyz sa one
reprezentatywne dla toksycznych peptydéw gliadynowych kodowanych przez genomy A i B zaréwno dla
odmian heksaploidalnych gatunkéw, jak i tetraploidalnej pszenicy durum, podczas gdy peptydy kodowane
przez genom D s3 silnymi wyzwalaczami choroby trzewnej. Peptydy glutenowe wyekstrahowano z ziaren
pszenicy i1 po odpowiedniem przygotowaniu poddano analizie spektrometrycznej. Nastgpnie w oparciu o
uzyskane wyniki zaczeto konstruowac baz¢ danych zawierajaca sekwencje aminokwasowe gliadyn. W ten
sposOb mozna wykorzysta¢ powyzszg metode do kontrolowania zawartosci gliadyn i innych toksycznych
peptydow gliadynowych w zywnosci bezglutenowe;j.[88]

Rowniez Dostalek P. i wsp. wykorzystali metody analiz proteomicznych do wykrywania obecnosci glutenu

w syropie glukozowym. Dziesig¢ probek syropu glukozowego (czgs¢ wyprodukowanego na bazie pszenicy,
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a cze$¢ na bazie kukurydzy) poddano analizie MALDI —TOF nie wykazujac obecnosci glutenu w probkach.
[145].

W etiopatogenezie celiakii biorg udziat czasteczki kompleksu HLA poprzez prezentacj¢ peptydoéw glutenu
limfocytom T CD4+. W zaleznos$ci od wariantu kompleksu HLA, czy jest to tancuch a, B, DQ2.5, DQ2.2
czy DQ7.5 wykazuje si¢ rozne ryzyko wsytgpienia choroby. Wykazano, ze limfocyty T pacjentow
posiadajacych wariant DQ2.5 lub DQ2.2 rozpoznaja odmienne zestawy epitopoéw glutenu, co moze
sugerowacé, ze te dwa warianty wybierajg inne epitopy do prezentacji. Wykorzystujac techniki
proteomiczne Ergseng E. i wsp dokonali porownania endogennych autopeptydow zwigzanych z
kompleksem HLA DQ linii komérkowych limfoblastoidalnych B. Dokonano analizy spektrometrycznej
identyfikujac 12712 endogennych peptydéw. Grupowanie danych ilosciowych wykazato znaczne roznice
w rodzajach peptydow miedzy trzema wariatnami czgsteczek DQ. W przypadku kompleksu DQ2.2 1 DQ2.5
wykazano istotng roznice w peptydach wigzacych, a pozycja P3 byta gldéwna kotwica preferujaca treonine
i seryn¢. Limfocyty T pacjentow z celiakig DQ2.2 zawierajg seryne w pozycji P3. Badanie to dostarczyto

wielu nowych informacji pozwalajacych doktadniej zrozumie¢ zwigzek choroby z HLA.[146]

W piSmiennictwie podejmowane sa proby utworzenia sieci interakcji biatko-biatko (Protein-Protein
Interaction Network) w chorbie trzewnej. Azodi M.Z. i wsp dokonali przegladu literatury dotyczacej
danych proteomicznych w celiakii. Zgodnie z badaniami ekspresji genéw w wymienionych artykutach
wyselekcjonowano 31 biatek do badania. Sieci pokrewnych biatek o réznej ekspresji zbadano metodami
analiz PPI (protein-protein interaction). Wskazano ubikwityne C, biatko HSP 90 alfa, HSP 70 i proteing 5
(proteing regulujaca glukoze), dodatkowo tak zwane biatka opiekuncze takie jak TCP1. Bialka te wedtug
badaczy moga by¢ potencjalnym biomarkerem diagnostycznym. [147]

Badania nad biatkami w chorobie trzewnej sa niezwykle istotne, wykazano specyficzne bialka
towarzyszacy anormalnym limfocytom T u pacjentow z celiakig dietooporng. Chorzy prezentowali
hiperekspresje IgM, apolipoproteiny ClII oraz biatlek kompleksu Charcot — Leiden. Autorzy badania
sugeruja udziat apolipoproteiny CIII w proliferacji anormalnych limfocytow T oraz transformacji w
chioniaka. Dodatkowo istnieje hipoteza, Ze zastosowanie alentuzumabu moze by¢ pomocne W

kontrolowaniu choroby.[148]

W niniejszym opracowaniu dokonano analizy proteomicznej trzech grup pacjentow: z rozpoznang chorobg
trzewna, z zespolem zaburzen wchtaniania — w tym przypadku jest to obecnos¢ SIBO (przerost bakteryjny
jelita cienkiego — small intestinal bacterial overgrowth) oraz grupy kontrolnej. Poréwnano profile
peptydowe pacjentow z celiakig 1 grupe kontrolng, pacjentow z SIBO 1 grupa kontrolng oraz pacjentow z

celiakig 1 z SIBO. W metodyce odniesiono si¢ do struktury grup, bowiem grupy te nie przedstawiajg
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rozktadu normalnego populacji — znaczna przewaga kobiet. Dla kazdej poréwnywanej grupy
przeprowadzono analiz¢ za pomoca trzech algorytmow (Genetic Algorithm, Supervised Neural Network
oraz Quick Classifer) oraz w programie ClinProTool 3.0 (Bruker) wyliczono warto$¢ p-value dla
otrzymanych pikéw. Ponadto dla kazdego wykorzystanego modelu wyliczono walidacje krzyzowag —

warto$¢ wskazujacg na najwicksza powtarzalnos¢ i poprawnos$¢ klasyfikacji dla danej analizy.

Poréwnujac profile peptydowe pacjentéw z celiakig oraz grupa kontrolng najwyzsze wartosci walidacji
krzyzowej uzyskano dla modelu Quick Qlassifer. W modelu tym uzyskano pik o masie 3214,75 Da. W
grupie pacjentow z chorobg trzewng uzyskano o okoto 53% nizszg ekspresj¢ tego peptydu w stosunku do
grupy kontrolnej. W dwoch testach uzyskano istotnosc¢ statystyczng p<0,05 (test Wilcoxon p= 0,0113 oraz
test Anderson Darling p=0,000109) natomiast co istotne w tescie T - Studenta warto$¢ p wyniosta 0,0537.
Niektore opracowania podaja, ze taka warto$¢ p 0,05<p<0,1 jest tendencja satystyczng i wptyw na wynik
moze mie¢ migdzy innymi liczebnos$¢ grupy [149] , ktora tutaj wynosi 28 pacjentow z chorobg trzewna
oraz 30 z grupy kontrolnej. Srednie poziomy albumin w surowicy krwi u pacjentow z celiakia oraz u
pacjentow z grupy kontrolnej wynosity odpowiednio 4,28 g/dl oraz 4,56 — nie wykazano istotnoSci
statystycznej (p=0,102). Rowniez nie uzyskano istotno$ci statystycznej w zakresie poziomu bialak w
surowicy; w przypadku celiakii $rednia dla grupy wynosita 6,86, a dla oso6b z grupy kontrolnej wynosita
7,12 ( p=0,183). Najprawdopodobniej brak istotnos$ci satystycznej w poziomach biatek/albumin wynika z
faktu, ze w momencie rekrutacji do badania ponad 50% o0s6b juz byto na Scistej diecie bezglutenowej (16/28
0s6b — Marsh 0 lub 1).

W modelu Quick Classifer nie zidentyfikowano piku, dokonano analizy w Bazach Metabolitow takij jak :
www. hmdb.ca, smpdb.ca oraz kegg — nie znaleziono metabolitu odpowiadajgcego danemu m/z.

Inny model o nieco nizszych wartosciach dyskryminujacych — Genetic Algorithm z warto$ciami
procentowymi walidacji krzyzowej i zdolnosci rozpoznawania - odpowiednio 68% i 98% wykazat
istotno$¢ statystyczng w dwoch testach — test Wilcoxona (p= 0,0411) oraz tescie Anderson Darling
(p=0,0042) dla piku 4055,63. Rowniez dla tego modelu wykazano nizszg intensywnos$¢ dla piku 4055,63
w przypadku celiakii. Z uwagi na fakt, ze m/z omawianego piku przekraczat 3500 Da nie byt on poddawany
procesowi identyfikacji. W modelu Genetic Algorithm zidentyfikowano 4 biatka inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain H4, fibrinogen alpha chain, complement C3 oraz serum deprivation-response protein.
Bialko biatka inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 wykazywato mniejszg intensywnos¢ piku w
przypadku grupy kontrolnej, jednak te r6znice nie byly istotne statystycznie — w 2 testach nie uzyskano
istotnosci statystycznej (test — T p = 0,441, test Wilcoxona p = 0,334 ), istotnos¢ wykazat tylko test
Anderson —Darling (p=0,002).

Inhibitory inter - alpha — trypsyny izolowane z surowicy krwi nalezg do biatek z grupy serynowych

inhibitoréw proteaz. Cechujg si¢ posiadaniem jednego lekkiego tancucha oraz pigciu homologicznych
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tancuchow ciezkich. Lancuchy ciezkie najczgéciej powigzane sg z patofizjologia stanu zapalnego oraz
proceséw kancerogennych. Proteiny te sa kowalencyjnie zwigzane z kwasem hialuronowym — gléwnym
elementem macierzy pozakomorkowej. Wigzanie kwasu hialuronowego | stabilno$¢ macierzy sg silnie
zalezne od inhibitoréw inter — alpha trypsyny, dysregulacja w zakresie tych inbibitorow moze wptywac na
procesy waskularyzacji i rozprzestrzeniania si¢ nowotworéw. W dwodch badaniach proteomicznych inter-
alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3/H4 jako jedne z bialek zostalo wykryte u chorych z rakiem
watrobowokomodrkowynm czy zotadka wskazujagc na potemcjalng korelacje pomigdzy tymi biatkami a
chorobg nowotworowymi uktadu pokarmowego — wzrost stezenia danego biatka.[150] W niniejszym
opracowaniu w przypadku pacjentow z celiakig wykazano nizszg ekspresj¢ inhibitora inter- altpha trypsyny
fancucha H4, co by sugerowato,ze nie ma zwigzku z rakiem jelita grubego. Dane literaturowe rowniez nie
potwierdzaja takiego ryzyka — Lebwohl i wsp. prowadzili badania polegajace na poréwnaniu czgstosci
wystepowania gruczolakorakow jelita grubego u pacjentdéw z rozpoznang chorobg trzewna oraz z grupa
kontrolng. Do badania wiaczono 180 chorych z celiakia oraz 346 pacjentdw z grupy kontrolnej. Czesto$¢
wystepowania gruczolakorakéw wynosita odpowiednio 13% i1 17%,; nie wykazano istotnos$ci statystycznej
(p=0,20). [151]

biatka inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 nalezy do osoczowych glikoprotein o masie okoto 120
kDa i nalezy do bialek ostrej fazy. U pacjentdéw z rozpoznanym rakiem watrobowokomorkowym
obserwowano zmniejszenie ekspresji tego biatka w stosunku do pacjentow z marsko$cig watroby. [152]
Pacjenci z chorobg trzewna wykazywali tendencje do wyzszej intensywnos$ci piku 1351,46 — co w
identyfikacji odpowiada fibrinogen alpha chain. Dowiedziono, ze prekursor dla fibrynogenu alpha moze
by¢ biatkiem wigzacym i1 maskujacym naturalne przeciwciata przeciwko transglutaminazie tkankowej. Co
wigce] — wigzanie przeciwcial z fibrynogenem wykazato silng zaleznos¢ od epitopow. Prekursor alfa
fibrynogenu jest sktadnikiem surowicy, ktoéry moze dziata¢ maskujgco na przeciwciata przeciw
transglutaminazie tkankowej, a zatem bialko to moze taczy¢ rdézne antygeny dla autoreaktywnych
immunoglobulin, dlatego istotny jest stosunek autoprzeciwciat do biatek nie bgdgcymi immunoglobulinami
[153] Hipoteza ta moze czeSciowo thumaczy¢ wystepowanie celiakii seronegatywne;j.

Roéwniez w patogenezie celiakii nie nalezy zapomina¢ o biatkach uktadu dopetniacza, ktore stanowig 35
réznych bialek surowicy biorgcych udziat w odpowiedzi immunologicznej. Dopelniacz stanowi glowny
mediator kaskady zapalnej. Sugeruje si¢, ze czynnik B dopelniacza jest najbardziej istotny w patogenezie
celiakii. W przypadku pacjentow z chorobg trzewng obserwowano obnizenie ekspresji czynnikow
dopetiacza w surowicy — C3, C4 i czynnika B. [154] Nie zaobserwowano natomiast roznic w aktywacji
kaskady dopetniacza w odpowiedzi na infekcj¢ np. Streptococcus pneumoniae; porownywano populacje
pediatryczng — 22 dzieci z celiakig oraz 18 z grupy kontrolnej (p=0,497). [155]

Serum deprivation — response protein (biatko surowicy hamujgce odpowiedz) (SDPR) zwane takze jako

biatko cavin 2 jest wysoce wyspecjalizowanym biatkiem btony komoérkowej niezbednym do transukcji
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sygnatu. Biatko to moze by¢ zaangazowane w supresje¢ nowotworu lub onkogenezg w zalezno$ci od rodzaju
nowotworu np. w przypadku raka piersi, watroby, nerek czy prostaty; jest supresorem. SDPR nalezy do
niezaleznych od wapnia biatek wigzacych fosfolipidy [156,157] Badanie wykazato wyzsza ekspresje biatka
u pacjentow z chorobg trzewnag, jednak bez zmamiennej istotno$ci statystycznej (test Anderson — Darling
p=0,0977, w pozostatych testach — p >0,05). Pacjenci z chorobg trzewng prezentuja relatywnie wyzsze
ryzyko nowotworzenia; wiele nowotworow zostaje rozpoznanych juz po ustaleniu diagnozy choroby
trzewnej. Ryzyko to wzrosta rowniez w przypadku niezdiagnozowanej choroby oraz w 3 i 4 dekadzie zycia.
[158]

Model Supervised Neural Network wykazatl istotng statystycznie roznice w intensywnosci dla pikéw :
3192,87, 3284,71, 3303,28, 2933,24, 3214,75 oraz 4373,42. Wszystkie piki wykazywaly si¢ mniejsza
intensywnos$cia w przypadku grupy z rozpoznang celiakig. W identyfikacji wskazano podobne biatka jak
w modelu Genetic Algorithm. Dwa modele czyli Quick Classifer oraz Supervised Neural Network

wykazaty istotnos¢ satystyczng dla piku 3214,75 kDa.

Najwyzszg warto$¢ walidacji krzyzowej 1 zdolno$ci rozpoznawania w poréwnaniu profili peptydowych
pacjentow z SIBO oraz z grupy kontrolnej uzyskano dla modelu Supervised Neural Network— odpowiednio
58,77% oraz 80,31%. W przypadku tego modelu nie uzyskano istotnosci statystycznej dla zadnego piku.
Dokonano identyfikacji pikow zakwalifikowanych do klasyfikacji. Zidentyfikowano biatka czgsciowo
wspolne dla poprzedniego poréwnania czyli celiakii i grupy kontrolnej a wigc dopetniacz jednostka C3,
inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4, fibrinogen alpha chain. Pozostate to dopetniacz C4A oraz
mucin 3A. Zaobserwowano wzrost ekspresji mucin 3A oraz fibrynogenu — tancuch alfa. Espresja jednostki
C4A byta poréwnywalna.

Mucin 3A jest biatkiem zwigzanym z blong komorkowa nabtonka jelita; kodowana jest przez gen MUC3 A
na chromosomie 7q22. Sklada si¢ z dwoch domen powtdrzen tandemowych, jedna z 375 resztami
aminokwasowymi, druga z 17 resztami aminokwasowymi oraz z cz¢sci transblonowej sktadajacej si¢ z 72
reszt aminokwasowych. Inna lokalizacja to dwunastnica, p¢gcherz moczowy, ucho srodkowe. Zasadniczg
funkcja mucyn jest ochrona i nawilzanie bton komorkowych, zapewnianie integralnosci potaczen
migdzykomoérkowych co ma na celu ochrong przed substancjami toksycznymi czy obcymi patogenami.
Dodatkowo mucyny petnig funkcje receptorow reagujacych na rézne bodzce zewngtrzne dla réznych
odpowiedzi komérkowych m.in réznicowanie, proliferacja czy apoptoza.[159] W momencie powstawania
niniejszego opracowania nie dysponowano danymi literaturowymi odno$nie zaleznos$ci ekspresji mucyny
3A w badaniach proteomicznych u pacjentow z SIBO. Jako ze SIBO jest definiowane jako wzrost liczby
niepatogennych bakterii w poczatkowym odcinku przewodu pokarmowego, a wiec powyzej 10° CFU/ml
tresci jelitowej [160], a lokalizacja biatka mucyna 3 A to najczgsciej poczatkowy odcinek jelita cienkiego;

do funkcji naleze migdzy innymi zapewnienie integralnosci potaczen miedzykomorkowych. [159] Mozna
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wnioskowac¢, ze obecno$¢ SIBO przyczynia si¢ do naruszenia tej integralno$ci, stad wigzataby sie
zwigkszona ekspresja omawianego biatka. Brak jednak doniesien literaturowych mogacych potwierdzi¢ ta
hipoteze.

Powszechnie wiadomo, ze uktad dopetniacza stanowi okoto 40 roznych biatek oraz receptorow blonowych
i jest znany z funkcji inicjowania oraz modulowania odpowiedzi immunologicznej w przebiegu réznych
zakazen. Aktywacja tego uktadu moze by¢ klasyczna, lektynowa, alternatywna oraz zewnetrzna. Jednostka
C4A szczegblnie posiada aktywno$¢ skierowang przeciwko bakteriom Gram ujemnym oraz Gram
dodatnim. Ponadto moze indukowa¢ skurcz migsni gtadkich jelita cienkiego.[161] Nie wykazano w modelu
Supervised Neural Network znamiennej istotnos$ci statystycznej w przypadku ekspres;ji zidentyfikowanego
biatka C4A, ekspresja zarowno w przypadku SIBO i grupy kontrolnej byta porownywalna.

W modelu Quick Classifer 0o nieco nizszych wartosciach dyskryminujacych réowniez nie uzyskano
istotnosci statystycznej dla zadnego piku. Dokonano identyfikacji pikow zakwalifikowanych do
klasyfikacji, czyli 1466.65 m/z [Da] — odpowiada fibrinogen alpha chain, 1584.96 m/z [Da] — inter-alpha-
trypsin inhibitor heavy chain H4 oraz 1568.57 m/z [Da] - kininogen-1, wartosci p - value>0,05 we
wszystkich testach. Zaobserwowano tendencje do wzrostu ekspresji tancucha alfa fibrynogenu w grupie
pacjentow z SIBO w porownaniu do grupy kontrolnej, nie odnotowano znamiennych statystycznie roznic
w ekspresji biatka kininogen-1 czy inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4.

Kininogen - 1 - biatko zidentyfikowane w modelu Quick Classifer jest znane jako czynnik antyangiogenny
1 hamujacy proliferacje komorek endotelium. Niektére badania wykazuja redukcje ekspresji kininogenu -
1 w badaniach proteomicznych moczu pacjentow z nowotworem piersi, szyjki macicy, jajnika czy
nowotworami uktadu pokarmowego; jednak nie jest typowo specyficzny dla choroby nowotworowej,
poziom ekspresji zmienia si¢ takze w ostrym zapaleniu trzustki czy nefropatii IgA. [162] Nie jest znany
zwigzek obecnosci kininogenu w przebiegu SIBO.

Wykazano tendencje¢ do wyzszej ekspresji biatka mucyna 3A, fibrynogenu tancuch alfa w przypadku SIBO
oraz brak roznic w modelu Genetic Algorithm, jednak bez znamienne;j istotnos$ci statytycznej
Poréwnujac ponadto grup¢ kontrolng oraz SIBO nie uzyskano istotnosci statystystycznych w zakresie
poziomu albumin, biatka catkowitego, CRP czy witaminy B12 w surowicy krwi (p odpowiednio: 0,303,

0,308, 0,519 oraz 0,425)

W porownaniu profili peptydowych surowic pacjentéw z chorba trzewng oraz z SIBO najwyzsze wartosci
walidacji krzyzowej oraz zdolnosci rozpoznawania uzyskal model Supervised Neural Network. Nie
uzyskano w tym modelu istotnosci statystycznej dla zadnego z pikow zakwalikowanych do identyfikacji.
Zidentyfikowano podobne peptydy jak w poprzednich poréwnaniach; 1568.6 m/z [Da] - kininogen-1,
1655.68 m/z inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4, 1526.62 m/z — serum deprivation-response
protein oraz 1078.25 m/z, 1021.27 m/z i 2554.46 m/z jakofibrinogen alpha chain. Wykazano tendencje do
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wzrostu ekspresji inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 w przypadku SIBO oraz serum deprivation-
response protein w przypadku celiakii. Biatlko SDRP jest zaangazowane w przebieg procesOw
nowotworowych [156] stad w celiakii mozna zaobserwowac wzrost ekspresji.

Model Genetic Algorithm, réwniez nie wykazal réznic isotnych statystycznie dla pikow
zakwalifikowanych do identyfikacji. Zidentyfikowano: 1655.68 m/z - inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H4 oraz pik 2022,25 m/z jako komplement C3.

Ostatni model Quick Classifer rowniez nie wykazal istotnosci statystycznej w rdéznicowaniu
poszczegdlnych pikow.

Dokonujac poréwnania wartosci CRP grup chorych z celiakig oraz SIBO wykazano istotno$¢ na poziomie
tendencji statystycznej p=0,053 oraz wykazano istotno$¢ statystyczng w zakresie poziomu albumin w
surowicy krwi - srednia dla celiakii 4,28 g/dl, $rednia dla SIBO 4,67 g/dl, p=0,030. Co istotne ponad potowa
pacjentow z celiakia byta na restrykcyjnej diecie bezglutenowej a §redni czas od rozpoznania to okoto 5
lat, u pacjentow z SIBO objawy trwaly zbyt krotko by wplynac¢ negatywnie na wyniki poziomu albumin.
Istotnym faktem jest ponadto wystapienie celiakii dietoopornej, skrajnego niedozywienia oraz w
nastgpstwie zgonu jednej z 0séb bioracej udziat w badaniu. Wigkszos¢ chorych z rozpoznang celiakia
bedacych na diecie bezglutenowej nie zglaszato objawow ze strony ukladu pokarmowego. Badania
sugeruja, ze ponad 55% 0so6b przestrzega diety bezglutenowej, 18% pacjentow §wiadomie spozywa gluten,
natomiast 21% robi to nie§wiadomie. [163] W$rod osob bioracych udziat w bdaniuokoto 1/5 przyznawata

si¢ do §wiadomego spozywania glutenu.

Podsumowujac w przypadku poréwnania grupy kontrolnej oraz pacjentdw z chorobg trzewng w dwoch
modelach uzyskano istotno$¢ statystyczng dla piku 3214,75 m/z [Da] — Quick Classifer - o najwyzszych
wartoscich walidacji zewnetrznej oraz zdolno$ci rozpoznawania i Supervised Neural Network — istotnosé¢
statystyczna w dwdch testach, w jednym tendencja statystyczna. Co istotne - w modelu Quick Classifer
uzyskano istotno$¢ statystyczng tylko dla jednego piku - wspomnianego juz 3214,75 m/z [Da] i wykazano
jego nizsza ekspresje u pacjentow z celiakig, co moze tez korelowac¢ z obnizonym poziomem albumin i
biatka catkowitego w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Natomiast w modelu Genetic Algorithm
wykazywano tendencje do wzrostu ekspresji biatka tancuch alfa fibrynogenu.

Niektore badania wykazuja, ze enzym transglutaminaza tkankowa bierze nie tylko udziat w patogenezie
celiakii, ale rowniez w wloknieniu nerek, watroby,serca czy ptuc, zapalenia stawow poprzez aktywacje
cytokin promujacych wioknienie takich jak TGF - B czy innych biatek ostrej fazy, takich jak np fibrynogen.
Tranglutaminaza tkankowa najcze$ciej oddziatuje poprzez biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej takie jak
proteoglikanynp siarczan heparanu.[164]

Analizujagc poroéwnanie pacjentow z grupy kontrolnej oraz SIBO nie uzyskano pikow istotnych

statystycznie. Wykazano tendencj¢ do zwigkszonej ekspresji biatka mucyna 3a u pacjentow z SIBO.
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Nie wykazano istotnosci satytstycznej w porownaniu profili peptydowych pacjentéw z SIBO oraz celiakia;
wykazano jedynie réznice w poziomie albumin w surowicy migdzy grupami - p=0,030.

Nadal sg proby prowadzenia badan proteomicznych u pacjentéw z celiakig, sugeruje si¢ miedzy innymi
udziat biatek szlaku PPAR czyli peroxisone proliferator-activated receptor czyli obnizenie ekspresji biatek
FABP1 i 2, APOC3 i PEPCK zwtaszcza u chorych ze stopniem Il i 1l w skali Marsha, czego nie
obserwowano u pacjentéw ze stopniem 0 i I. Obserwowano takze zaburzenia z zakresie biatlek PEBP1 i
PRDX4 - co byto ziwazane ze znacznym uszkodzeniem nabtonka jelitowego oraz zaburzen zwigzanych ze
szlakiem apoptozy. [165] Wigkszo$¢ pacjentow zakwalifikowanych do badania miata w skali Marsh
stopnie od 0 do 1, stad moze wynika¢ brak wystgpienia pikow odpowiadajacych danym peptydom.

Inne badanie z wykorzystaniem metod proteomicznych - spektrometria MALDI TOF/TOF sugeruje, ze
substratem dla tranglutaminazy tkankowej moze by¢ kinaza C delta. W badaniu wykazano podwyzszony
poziom przeciwciat przeciwko kinazie C delta. [166]

Badania proteomiczne coraz bardziej si¢ rozwijajg, jako nieinwazyjne narzgdzie mozna je stosowaé w
diagnostyce. Pik 3214,75 m/z [Da] moze by¢ potencjalnym markerem w diagnostyce celiakii - wykazano
istotno$¢ statystyczng oraz o ponad 50 % nizsza ekspresje tego piku wiasnie u chorych na celiakie w
poréwnaniu do grupy kontrolnej; ponadto jego obecno$¢ wykazaty 2 modele. Z uwagi na liczebno$c grupy
- 28 -0s0b pacjenci z celiakia, 30 z SIBO oraz 31 z grupy kontrolnej jest potrzeba przeprowadzenia dalszych
1 doktadniejszych badan. Nie wykorzystano rowniez wszystkich dostepnych technik np. trawienia trypsyna

1 identyfikacji bialek o masach powyzej 3500 Da.

5.2 Krytyka metody

Spektrometria mas jest metoda czgsto wybierang do analiz probek o matej objetosci. Metoda ta pozwala na
wykrywanie substancji przy niskim ich st¢zeniu, zapewnia detekcje wielokierunkowa, oznaczanie wielu
klas materialbw czy wykonywanie badan ilosciowych 1 jakosciowych, ukierunkowanych i
nieukierunkowanych. Istotng kwestig jest odpowiednie przygotowanie probki obejmujace koncentracje,
odsalanie czy frakcjonowanie. Podczas preparatyki moze doj$¢ do nieodwracalnego zniszczenia materiatu,
dlatego odpowiednie przygotowanie probki jest kluczowe dla poprawnego wykonania badania. Dodatkowo
obnizenie temperatury ma za zadanie stabilizacje probki. Czgsto przeprowadza si¢ rygorystyczne testy
kontrolne oceniajace zachodzace zmiany w materiale podczas preparatyki. [167]

Przygotowanie probki do badania proteomicznego jest wieloetapowe i istnieje duze ryzyko wystapienia
btedu przedlaboratoryjnego — od hemolizy, poprzez przechowywanie materiatu w nieodpowiednich
warunkach temperaturowych czy utrate probki juz w trakcie preparatyki, dlatego wazne jest najszybsze
schlodzenie materialu w celu jego stabilizacji. Istotng kwestig jest wykonywanie badah w sprawdzonym

laboratorium z wykwalifikowanym personelem. Zebrana grupa nie do konca oddaje rozktad populacyjny;
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wsrod pacjentow jest duza przewaga kobiet, zarowno w grupie kontrolnej jak i w grupie z choroba trzewna
1 SIBO. Grupy sa natomiast wiekowo zblizone do siebie.

Z uwagi na ograniczenia finansowe oraz sprzetowe do badania zakwalifikowano 89 osob z planowanych
pierwotnie 150. Liczebno$¢ grup zostala podyktowana uwarunkowaniami sprzetowymi — jeden zestaw
obejmuje 90 probek, dodatkowo specyfika oddziatu — ostre dyzury przyczynita si¢ do ograniczenia liczby

pacjentdw (mniej przyje¢ planowych). Grupy dobierano tak, aby liczba pacjentow byta porownywalna.

Zal6zeniem badania byto poszukiwanie nowych markeréw diagnostycznych zarowno dla choroby trzewnej
jak SIBO. W niniejszym opracowaniu dokonano oznaczen z wykorzystaniem najprostszej techniki analizy
biatek, z ktorej zostaty wykluczone biatka o masie powyzej 3000 Da. Z uwagi na ograniczenia finansowe
w badaniu nie wykorzystano technik z trawieniem biatek np. trypsyng i po takiej procedurze prowadzenie
dalszych oznaczen. Metoda ta pozwolitaby zidentyfikowaé biatka o masie czasteczkowej powyzej 3000
Da. Dalsze badania prawdopodobnie pozwolityby na identyfikacj¢ nowych markeréw diagnostycznych dla
celiakii oraz SIBO wsrod biatek o wigkszych masach czasteczkowych. Przeprowadzenie badan na wickszej
grupie osob oraz z wykorzystaniem technik z trawieniem bialek pozwoli na bardziej szczegdtowa analizg i

zidentyfikowanie nowych markeréw diagnostycznych wymienionych jednostek chorobowych.
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6. Whnioski.

1. W pordwnaniu profili peptydowych pacjentéw z choroba trzewnga oraz grupy kontrolnej uzyskano
pik roznicujacy 3214, 75 m/z w dwdch modelach (QC i SNN), pik 4055,63 w modelu GA oraz piki
3192,87, 3284,87, 3303,28, 4373,42, 2933,24 w modelu SNN. Nie wykazano istotnych réznic w
profilu peptydowym pacjentow grup SIBO/kontrola oraz celiakia/SIBO.

2. Zidentyfikowane biatka naleza do biatek ostrej fazy, biatek zaangazowanych w onkogeneze oraz w
integralnos$¢ $ciany jelita. Sposrdod przeanalizowanych biatek o masie czgsteczkowej ponizej 3500
Da zidentyfikowano complement C3, fibrinogen alpha chain, inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H4, kininogen -1, mucin 3a oraz serum deprivation-response protein.

3. Wykazano istotna statystycznie réznicg w stezeniach albumin w poréwnaniu mi¢dzy grupami
celiakia/SIBO. Pacjenci z celiakia wykazywali nizsze stg¢zenia. Nie wykazano rdznic w
porownaniach stezenia CRP czy poziomu biatka catkowitego.

4. Na podstawie wykonanych badan mozna stwierdzi¢, ze patogeneza jest wieloczynnikowa i nie do
konca poznana - uzyskano w identyfikacji biatka zaangazowane kaskad¢ procesu zapalnego
(dopetniacz C3 oraz tancuch alfa fibrynogenu) oraz w onkogenez¢ (kininogen — 1 oraz biatko
serum response deprivation protein —) — sg to biatka odpowiedzialne za transdukcj¢ sygnatu

5. Zmniejszona eskpresja piku 3214,75 u pacjentow z chorobg trzewng w poréwnaniu do grupy
kontrolnej o 50% w dwoch modelach moze sugerowaé wykorzystanie biatka 3214,75 jako

potencjalnego markera celiakii.
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7. Streszczenie.

Zespot zaburzen wchtaniania obejmuje wiele jednostek klinicznych, ktére prowadza do przewlektych
biegunek, wzde¢ oraz niedozywienia, a zaburzenia te moga by¢ wrodzone lub nabyte. Celiakia jest
szczego6lnym typem zespotu zaburzen wchtaniania, patogeneza jest wieloczynnikowa i nie do konca jeszcze
poznana. Objawy wywotywanesg przez spozycie glutenu u 0séb predysponowanych. SIBO definiowane
jest jako wzrost liczby bakterii jelicie czczym do ponad 10° komérek w aspiracie jelitowym. W obu
jednostkach chorobowych napotyka si¢ na trudnosci diagnostyczne, a brak rozpoznania prowadzi do

powaznych powiktan.

Celem pracy byta ocena profili peptydowych pacjentéw z chorobg trzewna, SIBO oraz grupy kontrolne;.
Podjeto takze proby identyfikacji biatek oraz wskazanie potencjalnego, nowego markera diagnostycznego.

Dodatkowo dokonano poréwnania mi¢dzy grupami wybranych parametrow laboratoryjnych.

Do badania zostato zakwalifikowanych 89 pacjentow, zaréwno kobiet jak 1 mezczyzn, prezentujacych
objawy zespotu zaburzen wchlaniania hospitalizowanych w Klinice Gastroenterologii, Chordb
Wewngtrznych, Metabolicznych i Dietetyki lub leczonych ambulatoryjnie w Poradni Przyklinicznej.
Wsrdd zakwalifikowanych pacjentow do badania 28 0s6b miato rozpoznang chorobe trzewng w momencie
przyjecia do szpitala lub rozpoznanie postawiono po zakonczonej hospitalizacji; 31 pacjentow zostato
zakwalifikowanych do grupy okreslonej mianem zespot zaburzen wchtaniania — w badaniach wykluczono
celiakie, natomiast wykazano obecno$¢ SIBO; trzecia grupa stanowita grupe kontrolng w liczbie 30 0sob,
gdzie wykluczono zarowno celiakie jak 1 obecnos¢ SIBO. Od wszystkich chorych pobrano $wiadomg zgode
na badanie oraz zabezpieczono 500 mikrolitrow surowicy. Po odpowiedniej preparatyce dokonano analizy
proteomicznej peptydoéw z wykorzystaniem spektrometru MALDI — TOF/TOF oraz zidentyfikowano
wybrane peptydy oraz poréwnano grupy migdzy sobg. Wyniki zostaly poddane szerokiej analizie

statystycznej.

Uzyskano istotna statystycznie roznice dla piku 3214,75 m/z [Da] w poréwnaniu celiakii z grupg kontrolng
W przypadku modelu Quick Classifier uzyskano biatko réznicujgce o masie czasteczkowej 3214,75 (test
Wilcoxona p value = 0,0113, test Anderson - Darling p- value = 0,000109) oraz tendencji statystycznej
wykazanej w t§scie T-Studenta ( p value na granicy istotnosci statystycznej = 0,0537). W modelu Genetic
Algorithm uzyskano roznice istotng statystyczng dla piku 4055,63 —(test Wilcoxona p value = 0,0411 oraz
test Anderson — Darling p value = 0,00423). Model Supervised Neural Network o najnizszych wartosciach
walidacji krzyzowej i zdolno$ci rozpoznawania wykazat jako istotne piki o masach 3192,87, 3284,87,
3303,28, 4373,42, 2933,24. Nie wykazano rdznic istotnych statystycznie w porownaniu surowic pacjentow
celiakia/SIBO czy SIBO/grupa kontrolna. W poréwnaniu parametréw laboratoryjnych pomiedzy grupami

roznice istotng statystycznie wykazano w stezeniu albumin pomiedzy grupami celiakia/SIBO
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Zidentyfikowane biatka nalezg do biatek z grupy bialek ostrej fazy lub szlakow zwigzanych z transdukcja
sygnatu/onkogenezg. Pik 3214,75 moze by¢ potencjalnym markerem choroby trzewnej — u 0s6b chorych

ekspresja byta mniejsza o0 50% w poréwnaniu do 0s6b zdrowych
Do czynnikdw ograniczajacych nalezg liczebnos$¢ grupy oraz zastosowanie najprostszej metody badawcze;j

z wykluczeniem trawienia trypsyna. Dodatkowo do wykonywania badan konieczna jest wykwalifikowana

kadra, niemniej wyniki wydaja si¢ by¢ obiecujace.
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8. Summary.

Evaluation of the peptide profile in patients with celiac disease and malabsorption syndrome

The malabsorption syndrome includes many clinical units thatlead to chronic diarrhea, bloating and
malnutrition, and these disorders can be congenital or acquired. Celiac disease is a special type of
malabsorption syndrome, pathogenesis is multifactorial and not yet fully understood. Symptoms are caused
by gluten intake in predisposed individuals. SIBO is defined as the increase in the number of jejunum
bacteria by more than 10° cells in the intestinal aspirate. In both diseases, diagnostic difficulties are

encountered, and the lack of diagnosis leads to serious complications.

The study aimed to assess peptide profiles of patients with celiac disease, SIBO, and the control group.
Attempt shave also been made to identify proteins and to identify a potential new diagnostic marker. Also,

a comparison was made between groups of selected laboratory parameters.

89 patients, both men, and women were qualified for the study, presenting the symptoms of the
malabsorption disorder syndrome hospitalized in the Gastroenterology Clinic or outpatient in the
OutpatientClinic. Among the patients qualified for the study, 28 patients had a celiac disease at the time of
admission or were diagnosed after hospitalization; 31 patients were included in the group of malabsorption
syndrome — celiac disease was excluded in the studies, while SIBO was shown; the third groupis a
controlgroup of 30 people, where both celiac disease and the presence of SIBO were excluded. All patients
received informed consent and 500 microliters of serum were secured. After appropriate preparation, a
proteomic analysis of peptides was performed using the MALDI - TOF / TOF spectrometer and selected
proteins were identified. Groups were compared among themselves. The results were subject to extensive

statistical analysis.

A statistically significant difference was obtained for the 3214.75 m / z [Da] peak compared to control and
celiac disease. The Quick Classifier model produced a 3214,75 molecular weight protein (Wilcoxon test p-
value =0.0113, Anderson - Darling p test - value = 0.000109) and the statistical trend shown in the Student's
T-test (p-value on the border of statistical significance = 0.0537). In the Genetic Algorithm model, a
statistically significant difference was obtained for the peak 4,555.63 - (Wilcoxon test p-value =0.0411 and
Anderson test - Darling p-value = 0.00423). The Supervised Neural Network model with the lowest cross-
validation values and recognition ability showed significant peaks with masses 3192.87, 3284.87, 3303.28,
4373.42, 2933.24. There were no statistically significant differences compared to the celiac disease / SIBO
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or SIBO / control sera. In the comparison of laboratory parameters between the groups, a statistically
significant difference was shown in the aloumin concentration between the celiac disease / SIBO groups

The identified proteins belong to proteins from the group of acute-phase proteins or pathways associated
with signal transduction/oncogenesis. Peak 3214.75 may be a potential marker of celiac disease - 50%

lower expression in healthy people compared to healthy people

Limiting factors include the size of the group and the use of the simplest research method, excluding trypsin

digestion. In addition, qualified staff is required to perform the tests, but the results seem promising.
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