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DANE O KANDYDACIE

Data uzyskania tytutu magistra: 19.07.2019 r.

Nazwa jednostki organizacyjnej, w ktorej nadany zostat tytut: Wydziat Wychowania Fizycz-
nego, Sportu i Rehabilitacji Akademii Wychowania Fizycznego im. Eugeniusza Piasec-
kiego w Poznaniu.

Kandydat nie ubiegat sie uprzednio o nadanie stopnia doktora.

Aktualne miejsce pracy: Zaktad Zywnosci i Zywienia, Akademia Wychowania Fizycznego
im. Eugeniusza Piaseckiego w Poznaniu.

Zajmowane stanowisko: od 1.06.2023 r. - asystent badawczo-dydaktyczny.
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WYKAZ SKROTOW

2-AG - 2-arachidonoiloglicerol
AEA - anandamid (N-arachidonoiloetanoloamina)
ANOVA - analiza wariancji

ASCA (ang. ANOVA-simultaneous component analysis) - analiza jednoczesna sktadowych
ANOVA

BIA (ang. bioelectrical impedance analysis) — bioelektryczna analiza impedancji
BMI - wskaznik masy ciata

CB1 - receptor kannabinoidowy typu 1

CB2 - receptor kannabinoidowy typu 2

CFU (ang. colony forming units) - jednostki tworzace kolonie

CONSORT (ang. Consolidated Standards of Reporting Trials) - wytyczne raportowania ba-
dan klinicznych

ECS (ang. endocannabinoid system) - uktad endokannabinoidowy

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) - test imnmunoenzymatyczny

EU (ang. endotoxin units) - jednostki endotoksynowe

FAAH (ang. fatty acid amide hydrolase) - hydrolaza amidow kwaséw ttuszczowych
FAS (ang. Fatigue Assessment Scale) - Skala Oceny Zmeczenia

FC (ang. fold change) - iloraz stezen przed interwencjq i po interwencji

FDR (ang. False Discovery Rate) - odsetek fatszywych odkry¢; metoda Benjaminiego-
Hochberga)

HPA - 0$ podwzg6rze-przysadka-nadnercza

IBD (ang. inflammatory bowel disease) — nieswoiste choroby zapalne jelit
IBS (ang. irritable bowel syndrome) - zesp6t jelita drazliwego

IL-1B - interleukina 1 beta

[L-10 - interleukina 10

LC-MS - chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas

LYM (ang. lymphocytes) - limfocyty

LPS - lipopolisacharyd

MDAT (ang. Mediterranean Diet Assessment Tool) - 14-elementowy kwestionariusz przy-
legania do diety Srodziemnomorskiej

MEBA (ang. multivariate empirical Bayes analysis) - wielowymiarowa analiza empiryczna
oparta na podejsciu bayesowskim
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Mini-COPE - Inwentarz Radzenia Sobie w Sytuacjach Stresowych (wersja skrécona)
MS/MS - spektrometria mas tandemowa

m/z - stosunek masy do tadunku

PCA - analiza gtéwnych sktadowych

PLA - grupa placebo

PRO - grupa probiotyku

PSQI (ang. Pittsburgh Sleep Quality Index) - Pittsburski Indeks Jako$ci Snu

RCT (ang. randomized controlled trial) - randomizowane kontrolowane badanie kliniczne

ROME IV - Kryteria Rzymskie IV do oceny zaburzen czynnos$ciowych przewodu pokarmo-
wego

SCFA (ang. short-chain fatty acids) - krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe
TNF-a (ang. tumor necrosis factor alpha) - czynnik martwicy nowotworow alfa

UHPLC (ang. ultra-high performance liquid chromatography) - ultrawysokosprawna chro-
matografia cieczowa

VAS - wizualna skala analogowa

WBC (ang. white blood cells) - leukocyty

6 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



STRESZCZENIE

Wstep. Celem badan byta ocena wptywu 12-tygodniowej suplementacji probiotykiem za-
wierajacym Lactobacillus helveticus R0052 i Bifidobacterium longum R0175 na uktad endo-
kannabinoidowy (ECS), metabolom jelitowy oraz wybrane aspekty stanu psychofizycznego
u tancerek zawodowych narazonych na intensywny wysitek fizyczny (préby i wystepy, po-
drdze) i psychiczny (nauka i podleganie ocenie). Zaréwno ECS, jak i bakterie jelitowe biora
aktywny udziat w regulacji proceséw zapalnych oraz funkcji uktadu nerwowego, w tym
w kontroli bdlu, apetytu czy snu. Jednym z najlepiej przebadanych zagadnien dotyczacych
dziatania ECS i mikrobioty jelitowej jest regulacja poziomu lipopolisacharydu (LPS), endo-
toksyny przenikajacej do krwiobiegu w przypadku wystgpienia zaburzen bariery jelitowej,
przez anandamid, najlepiej poznany endokannabinoid wytwarzany w organizmie. Wiek-
szo$¢ dotychczasowych eksperymentow badajacych dwukierunkowa interakcje pomiedzy
ECS a mikrobiota jelitowa przeprowadzono na modelach zwierzecych, brakuje informac;ji
z badan klinicznych, w tym badan z udziatem oséb aktywnych fizycznie.

Material i metody. Badanie miato charakter randomizowanej kontrolowanej préby z po-
dwojnie $lepa proba (RCT). Z uwagi na trudnos$ci w rekrutacji oraz rygorystyczne kryteria
(kontrola diety i poziomu aktywnosci fizycznej, brak kontuzji i chordb infekcyjnych, nie-
stosowanie suplementacji czy lekéw mogacych wptyna¢ na wyniki) do ostatecznej analizy
wtlaczono 16 uczestniczek (5 w grupie z probiotykiem - PRO; 11 w grupie placebo - PLA).
Przez caty okres badania (12 tygodni) uczestniczki zachowywaty dotychczasowy tryb zy-
cia. Zalecono im brak zmian w zwyczajach zywieniowych i aktywnosci fizycznej (poza
standardowym treningiem tanecznym), a wszelkie odstepstwa (dodatkowa suplementa-
cja, zmiana diety, urazy, choroby) miaty by¢ zgtaszane. Na poczatku i na konicu interwencji
przeanalizowano stezenia biatka receptora kannabinoidowego 2 (CB2), enzymu hydrola-
zy amidéw kwaséw ttuszczowych (FAAH), anandamidu (AEA), LPS oraz cytokin (czynnika
martwicy nowotwordéw alfa - TNF-q; interleukiny 1 beta - IL-1f3; interleukiny 10 - IL-10)
za pomocg testow immunoenzymatycznych (ELISA). Prébki katu przeanalizowano na po-
czatku i na koncu interwencji za pomoca chromatografii cieczowej sprzezonej ze spek-
trometrig mas (LC-MS). Oceniono poziom aktywnoSci fizycznej (liczba godzin ¢wiczen
w tygodniu), site chwytu (dynamometr), mase ciata, indeks masy ciata (BMI), mase tkanki
ttuszczowej oraz sposéb zywienia poprzez analize 3-dniowych dzienniczkow dietetycz-
nych i stopien przylegania do wzorca diety Srédziemnomorskiej (14-elementowy kwe-
stionariusz MDAT), a takze wskazniki hematologiczne (liczba biatych krwinek - WBC
i limfocytow - LYM). Dane dotyczace wskaZznikéw antropometrycznych, hematologicznych
i dietetycznych stanowity czynniki kontrolne, eliminujace potencjalne zmienne zaktoca-
jace. Dodatkowo zastosowano kwestionariusze: oceny dolegliwosci przewodu pokarmo-
wego (kryteria ROME IV), poczucia zmeczenia (Skala Oceny Zmeczenia - FAS), jakos$ci snu
(Pittsburski Indeks Jakosci Snu - PSQI) oraz radzenia sobie ze stresem (Mini-COPE). Prze-
prowadzono takze test percepcji b6lu mechanicznego (za pomoca algometru i wizualnej
skali analogowej VAS).

Wyniki. Zaobserwowano istotng dodatnig korelacje pomiedzy poziomami LPS i AEA.
Suplementacja nie spowodowata istotnych zmian stezen markeréw ECS, LPS ani cytokin
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w poréwnaniu z placebo. Nie zaobserwowano takze poprawy objawoéw gastroenterolo-
gicznych, odczuwania bolu czy zmeczenia. Zaobserwowano trendy w kierunku wzrostu
poziomu LPS w grupie PLA oraz poprawy jako$ci snu w grupie PRO. Analiza metabolo-
miczna wykazata zmiane profilu metabolitéw katowych, a jedna z gtéwnych obserwacji
byto obnizenie poziomu 2-(4-hydroksyfenylo)kwasu propionowego, ktére mogto jednak
wynikac¢ z poczatkowych réznic pomiedzy grupami. Suplementacja probiotyczna byta do-
brze tolerowana i nie zgtoszono niepozadanych dziatan ubocznych.

Whioski. Zaobserwowana istotna dodatnia korelacja pomiedzy stezeniami LPS i AEA
wskazuje na mozliwy zwigzek pomiedzy aktywacjg uktadu endokannabinoidowego a en-
dotoksemia i dzialaniem bariery jelitowej, co potwierdza hipotezy dotyczace osi mikro-
biota-jelito-moézg. Probiotykoterapia nie wptyneta znaczaco na gtéwne wskazniki ECS
oraz stanu zapalnego, jednak subtelne zmiany profilu metabolomicznego jelit sugeruja
mozliwe efekty suplementacji, ktére wymagaja potwierdzenia w badaniach z wiekszymi
grupami oraz uwzgledniajacych rézne dawki probiotykéw, zastosowanie synbiotykoéw czy
analize poréwnawcza metabolitow z katu z metabolitami w surowicy. Dodatkowo prze-
mawia za tym obserwacja wydtuzonego Sredniego czasu zasypiania oraz trend wzrosto-
wy w poziomie LPS w PLA.
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ABSTRACT

Introduction. The aim of the research cycle was to evaluate the effects of a 12-week sup-
plementation with a probiotic containing Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobac-
terium longum RO175 on the endocannabinoid system (ECS), the gut metabolome, and
selected aspects of psychophysical status in professional female dancers exposed to intense
physical (rehearsals and performances, travel) and psychological (studying and evaluation)
stress. Both the ECS and gut bacteria play an active role in regulating inflammatory pro-
cesses and nervous system functions, including the control of pain, appetite, and sleep.
One of the best-studied topics regarding the function of the ECS and gut microbiota is the
regulation of lipopolysaccharide (LPS) levels - an endotoxin entering the bloodstream
when the intestinal barrier is impaired - by anandamide, the best-characterized endocan-
nabinoid produced in the body. Most previous experiments examining the bidirectional in-
teraction between the ECS and the gut microbiome have been conducted in animal models,
with a scarcity of clinical data, including studies involving physically active individuals.

Material and Methods. The study was designed as a randomized, double-blind, placebo-
controlled trial (RCT). Due to recruitment challenges and strict inclusion criteria (control
of diet and physical activity, absence of injuries and infectious diseases, no supplementa-
tion or medication that could influence outcomes), the final analysis included 16 parti-
cipants (5 in the probiotic group - PRO; 11 in the placebo group - PLA). Throughout the
12-week study period, participants maintained their usual lifestyle. They were instructed
not to change their dietary or physical activity habits (apart from their regular dance tra-
ining), and any deviations (additional supplementation, dietary changes, injuries, illnes-
ses) were to be reported. At baseline and at the end of the intervention, concentrations of
cannabinoid receptor type 2 protein (CB2), fatty acid amide hydrolase (FAAH), ananda-
mide (AEA), LPS, and cytokines (tumor necrosis factor alpha - TNF-a; interleukin 1 beta -
[L-1(3; interleukin 10 - IL-10) were measured using enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA). Stool samples were analyzed at both time points using liquid chromatography
coupled with mass spectrometry (LC-MS). Additional assessments included physical ac-
tivity level (weekly training hours), grip strength (dynamometer), body mass, body mass
index (BMI), fat mass, and dietary habits based on 3-day dietary records and adherence
to the Mediterranean diet (14-Item MDAT), as well as hematological indices (white blood
cell count - WBC, and lymphocyte count - LYM). Anthropometric, hematological, and
dietary parameters served as control variables to eliminate potential confounders. The
following questionnaires were also administered: gastrointestinal symptoms (ROME-IV
criteria), fatigue (Fatigue Assessment Scale, FAS), sleep quality (Pittsburgh Sleep Quality
Index, PSQI), and stress coping strategies (Mini-COPE). Mechanical pain perception was
assessed using algometry and the visual analog scale (VAS).

Results. A significant positive correlation was observed between LPS and AEA levels.
Supplementation did not produce significant changes in ECS markers, LPS, or cytokines
compared to placebo. No improvement was observed in gastrointestinal symptoms, pain
perception, or fatigue. Trends were noted toward an increase in LPS levels in the PLA group
and improved sleep quality in the PRO group. Metabolomic analysis revealed changes in
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the fecal metabolite profile, with one of the main findings being a reduction in 2-(4-hy-
droxyphenyl)propionic acid levels, which, however, may have been due to baseline dif-
ferences between groups. Probiotic supplementation was well tolerated, and no adverse
effects were reported.

Conclusions. A significant positive correlation observed between LPS and AEA concentra-
tions indicates a possible link between endocannabinoid system activation, endotoxemia,
and intestinal barrier function, supporting hypotheses concerning the microbiota-gut-
brain axis. Probiotic supplementation did not markedly affect the main ECS or inflamma-
tory markers; however, subtle shifts in the intestinal metabolomic profile suggest poten-
tial effects of the intervention, which require confirmation in studies with larger cohorts,
different probiotic dosages, the use of synbiotics, or comparative analyses of fecal and
serum metabolites. This is further supported by the observation of prolonged average
sleep onset latency and a trend toward increased LPS levels in the PLA.
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1. wsTEP
1.1. Charakterystyka wysitku i obcigzenia psychofizycznego tancerzy

Tancerze, podobnie jak sportowcy, poddawani sg poréwnywalnym obcigzeniom fizycz-
nym, tgczac intensywny trening aerobowy i anaerobowy z wymogiem utrzymania gib-
kosSci oraz precyzji ruchéw (Koutedakis i Jamurtas 2004). W praktyce tanecznej wysitek
trwa zazwyczaj ponad 30 minut dziennie i odbywa sie wielokrotnie w ciggu tygodnia, co
moze wywotywac adaptacje metaboliczne zblizone do adaptacji obserwowanych u spor-
towcow. Zalicza sie do nich nasilenie przemian energetycznych, zwiekszony stres oksyda-
cyjny oraz zmiany w profilu metabolitéw, takie jak wzrost produkcji krétkotancuchowych
kwaséw ttuszczowych (SCFA) czy pochodnych aminokwaséw (Dziewiecka i in. 2022;
Marttinen i in. 2020).

Obcigzenia fizyczne tancerzy czesto potegowane sg przez specyficzne wymagania es-
tetyczne oraz tryb zycia zwigzany z uprawiang dyscypling. Zaréwno w tancu klasycznym,
jak i wspdiczesnym moze wystepowac presja utrzymania szczuptej sylwetki, co wsrod
czesci os6b zwieksza ryzyko niedozywienia, zaburzen odzywiania oraz dolegliwosci ze
strony przewodu pokarmowego (Ringham i in. 2006). Wieczorne préby i wystepy, a tak-
ze praca w weekendy zaburzajg rytm dobowy, negatywnie wptywajac na wydzielanie
hormondw oraz regeneracje (Teo iin. 2011). Co wiecej, czeste podroze na wystepy, skut-
kujace ekspozycja na nowe patogeny, moga by¢ przyczyng nawracajacych infekcji (Nie-
man 1994).

Wymagania psychiczne zwigzane z tancem sg rownie istotne jak obcigzenia fizyczne.
Tancerze muszg opanowywac ztozone sekwencje ruchowe i choreografie, czesto wyste-
pujac przed publicznoscia i jury, co wigze sie z silng presja emocjonalng i oceng zewnetrz-
ng. Permanentny stres psychiczny moze zwieksza¢ podatno$¢ na urazy. W badaniach pro-
spektywnych zaobserwowano, Ze u studentéw tanca wysoki poziom odczuwanego stresu
koreluje z czestszym wystepowaniem kontuzji (van Winden i in. 2021). Zawodowi tan-
cerze narazeni sg na znaczne ryzyko urazéw uktadu ruchu, zwtaszcza gdy tygodniowy
czas trening6éw przekracza ~11-12 godzin (Nunes i in. 2022). U kobiet dominujg urazy
przecigzeniowe uktadu kostnego (np. ztamania przecigzeniowe), podczas gdy u mezczyzn
czestsze sg sttuczenia i tendinopatie (McBride i Bronner 2022).

Charakterystyczna dla tej grupy jest rowniez tendencja do kontynuowania treningéw
pomimo odczuwanego boélu, co prowadzi do powstawania kompensacyjnych wzorcow ru-
chowych, obnizenia jakos$ci techniki oraz dalszego zwiekszania obcigzen biomechanicz-
nych i psychicznych (Hendry i in. 2022). W potaczeniu ze stresem psychicznym moze to
przyczyniac sie do narastania ogélnoustrojowego stanu zapalnego. Przyktadowo, u tan-
cerzy startujacych w zawodach stwierdzono nizszg aktywnos¢ osi stresowej (mniejsze
wydzielanie kortyzolu) przy jednoczes$nie podwyzszonych wskaZnikach stanu zapalnego
we krwi (Berndt i in. 2012). Powyzsze obserwacje pokazujg, Ze tancerze stanowia grupe
o unikatowym potaczeniu stresu fizycznego i psychicznego, co czyni ich modelowa po-
pulacjg do badan poszukujgcych strategii wspomagajacych regeneracje i samopoczucie,
w tym uwzgledniajacych uktad endokannabinoidowy oraz mikrobiote jelitowa.
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1.2. Wysitek fizyczny a uktad endokannabinoidowy i mikrobiota
jelitowa

Uktad endokannabinoidowy (ECS) to kluczowy regulator wielu proceséw fizjologicz-
nych, obejmujacych modulacje odczuwania bdlu, nastroju, taknienia, reakcji stresowych
oraz funkcji immunologicznych (Pertwee 2006). Gtéwnymi endokannabinoidami produ-
kowanymi przez organizm sg bioaktywne lipidy: anandamid (AEA), czyli N-arachidono-
iloetanoloamina, oraz 2-arachidonoiloglicerol (2-AG) (Di Marzo i in. 1994). Dziataja one
poprzez receptory kannabinoidowe typu 1 (CB1) i typu 2 (CB2) rozmieszczone w orga-
nizmie (Rahaman i Ganguly 2021). Receptory CB1 zlokalizowane s3g przede wszystkim
w osrodkowym uktadzie nerwowym, a ich pobudzenie wptywa na percepcje bolu, apetyt
oraz samopoczucie (Katona i Freund 2012). Receptory CB2 wystepuja gtdwnie na komor-
kach uktadu odpornosciowego i odpowiadaja za modulacje proceséw zapalnych oraz od-
powiedzi immunologicznej (Turcotte i in. 2016).

Co wazne, endokannabinoidy nie sg magazynowane w pecherzykach synaptycznych
jak klasyczne neurotransmitery. Powstajg one ,,na zgdanie” - w odpowiedzi na wzrost ste-
zenia jonOw wapnia w komorce postsynaptycznej, po czym dziataja wstecznie na neu-
rony presynaptyczne, regulujgc uwalnianie innych neuroprzekaznikéw (Ohno-Shosaku
i in. 2012). Anandamid petni swoje funkcje w sposéb toniczny, utrzymuje homeostaze
nastroju i apetytu w warunkach spoczynkowych, podczas gdy 2-AG dziata fazowo, gwat-
townie zwiekszajgc swoje stezenie w odpowiedzi na ostre czynniki stresowe (np. uraz,
silne emocje). Po spetnieniu swojej funkcji endokannabinoidy ulegajg szybkiej degradacji
enzymatycznej (Biernacki i Skrzydlewska 2016). Kluczowym enzymem rozktadajacym
anandamid jest hydrolaza amidéw kwaséw ttuszczowych (FAAH), ktora hydrolizuje AEA
do kwasu arachidonowego i etanolaminy, ograniczajac dostepno$¢ anandamidu i czas
trwania jego sygnatu w organizmie (Ligresti i in. 2005; Zanfirescu i in. 2022). Aktywnos¢
fizyczna istotnie wptywa na funkcjonowanie ECS. Umiarkowany wysitek fizyczny prowa-
dzi do zwiekszonego uwalniania endokannabinoidéw, zwtaszcza anandamidu, co korelu-
je z poprawa nastroju i zmniejszeniem leku po ¢wiczeniach, czyli zjawiskiem potocznie
nazywanym ,euforig biegacza” (ang. runner’s high) (Matei i in. 2023; Tantimonaco i in.
2014). Jednoczesnie podkresla sie, ze zar6wno niedostateczny, jak i nadmierny wysitek
lub przetrenowanie mogga zaburza¢ r6wnowage endokannabinoidowg, w tym produkcje
endokannabinoidéw (Raichleniin. 2013).

Coraz wiecej dowodoéw wskazuje takze na Scisty zwigzek miedzy ECS a mikrobiota je-
litowa. Uktad pokarmowy komunikuje sie z mézgiem m.in. poprzez o$ jelitowo-mdzgowa,
a ECS uczestniczy w tym procesie (Cani i in. 2016). Zmiany w sktadzie mikrobioty jelito-
wej moga modulowac aktywno$¢ ECS i odwrotnie - sygnalizacja kannabinoidowa wptywa
na motoryke jelit, przepuszczalnos¢ bariery jelitowej oraz profil odpowiedzi zapalnej, co
posrednio ksztattuje Srodowisko dla bakterii (Jansma i in. 2021). W jednym z pierwszych
badan w tym zakresie podanie szczepu probiotycznego Lactobacillus acidophilus u myszy
skutkowato zwiekszeniem ekspresji receptoréw kannabinoidowych w nabtonku jelito-
wym i redukcjg bolu trzewnego, a efekt byt poré6wnywany do dziatania morfiny (Rous-
seaux i in. 2007). Z kolei z przegladu badan z 2023 r. wynika, ze ECS odgrywa wazng role
w regulacji funkcji przewodu pokarmowego, poniewaz wptywa na motoryke, funkcje wy-
dzielnicze, percepcje bdlu trzewnego i stan zapalny, co czyni go potencjalnym celem tera-
peutycznym w zaburzeniach takich jak zesp6t jelita drazliwego (IBS) (Brierley i in. 2023).

Jednym z ,mostéw” taczacych mikrobiote z ECS jest wptyw metabolitéw bakteryjnych
na przepuszczalno$¢ bariery jelitowej i stan zapalny (Khan iin. 2021). W warunkach dys-
biozy jelitowej, gdy dochodzi do przerwania ciagtosci bariery jelitowej (tzw. nieszczelne-
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go lub ciekngcego jelita), do krwiobiegu przenikajg sktadniki bakterii Gram-ujemnych,
przede wszystkim lipopolisacharyd (LPS) (Kinashi i Hase 2021). LPS jest endotoksyna
i markerem translokacji bakteryjnej, a jego podwyZszone stezenie we krwi wywotuje re-
akcje zapalng i $wiadczy o zaburzeniu integralnosci bariery jelitowej (Ghosh i in. 2020).
Co ciekawe, badania sugeruja, ze ECS reaguje na wzrost poziomu LPS: podwyzszony LPS
moze stymulowac synteze anandamidu w komorkach odporno$ciowych, co stanowi me-
chanizm obronny organizmu przed nadmiernym stanem zapalnym (Liu i in. 2003; Mac-
carrone i in. 2001). Na przyktad wykazano, ze dodanie LPS do hodowli makrofagéw in-
dukuje w nich produkcje AEA poprzez szlak zalezny od receptoréw CD14 i biatka NF-kB
(Liuiin. 2003). Jednoczes$nie LPS moze obniza¢ ekspresje FAAH - enzymu rozktadajacego
anandamid - co rowniez skutkuje zwiekszeniem poziomu AEA (Maccarrone i in. 2001).
Dzieki temu anandamid, aktywujac receptory CB2, moze hamowac¢ nadmierna reakcje za-
palng wywotang endotoksyna (Bergiin. 2023; Malek i in. 2015).

1.3. Zaleznos$ci pomiedzy mikrobiotg jelitowa, metabolitami
bakteryjnymi i probiotykami a aktywnoscia fizyczna i stresem

Mikrobiota jelitowa to ztoZony ekosystem mikroorganizméw zasiedlajacych przewod po-
karmowy, odgrywajacy fundamentalng role w utrzymaniu homeostazy organizmu. W jeli-
cie grubym cztowieka bytuja biliony bakterii nalezacych do kilkuset gatunkéw, ktore petnig
szereg korzystnych funkcji: uczestnicza w trawieniu i pozyskiwaniu energii z pozywienia,
syntetyzujg witaminy (np. K, z grupy B), moduluja dojrzewanie i funkcjonowanie uktadu
odpornos$ciowego oraz komunikujg sie z uktadem nerwowym poprzez szereg metabolitow
i neuroprzekaznikéw (Rowland i in. 2018; Tang i in. 2023). Jednym z najwazniejszych pro-
duktéw przemian bakteryjnych w jelicie sg SCFA, powstajace gtéwnie w wyniku fermen-
tacji btonnika pokarmowego przez bakterie fermentujgce (Martin-Gallausiaux i in. 2021).
Do SCFA zalicza sie octan, propionian i maslan. Maslan stanowi gtéwne Zrédto energii dla
komorek nabtonka jelit (kolonocytow) oraz stymuluje ekspresje biatek potaczen Scistych,
uszczelniajgcych bariere jelitowa (Leonel i Alvarez-Leite 2012). Ponadto SCFA wykazuja
silne dziatanie immunomodulujace, np. maslan promuje réznicowanie przeciwzapalnych
limfocytow T regulatorowych (Treg) i hamuje wytwarzanie cytokin prozapalnych przez
uktad odpornosciowy (Ney i in. 2023).

Oprocz SCFA bakterie jelitowe syntetyzuja rowniez inne metabolity o znaczeniu bio-
logicznym. Na przyktad kwas y(gamma)-aminomastowy (GABA), kluczowy neuroprze-
kaznik hamujgcy w mézgu, powstaje takze w jelicie przy udziale niektorych szczepow
bakterii Lactobacillus i moze oddziatywa¢ na osrodkowy uktad nerwowy poprzez nerw
btedny lub krazenie krwi (Strandwitz 2018). Mikrobiota modyfikuje tez metabolizm
tryptofanu dostarczanego z diety, wptywajac na produkcje serotoniny i innych indo-
lowych metabolitow waznych dla regulacji nastroju i reakcji na stres (O’Mahony i in.
2015). Z tego wzgledu coraz czeSciej mowi sie o mikrobiocie jako o ,drugim mozgu” - jej
sktad i aktywno$¢ metaboliczna mogg ksztattowa¢ funkcje neurobehawioralne gospo-
darza, w tym poziom leku czy jako$¢ snu (Ridaura i Belkaid 2015). Enteryczny uktad
nerwowy, bedacy rozbudowang siecig neuronalng w Scianie przewodu pokarmowego,
stanowi kluczowy kanat komunikacji miedzy mikrobiotg jelitowa a oSrodkowym ukta-
dem nerwowym, umozliwiajgc wptyw sygnatéw jelitowych na funkcje mézgu (Dowling
iin.2022).

Aktywno$¢ fizyczna nalezy do czynnikow Srodowiskowych o silnym wptywie na pro-
fil mikrobioty jelitowej. Regularny, umiarkowany wysitek sprzyja zwiekszeniu réznorod-
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nos$ci mikrobiologiczne;j i liczebnos$ci pozytecznych bakterii, co przektada sie na wyzsze
stezenia korzystnych metabolitow, takich jak SCFA (Monda i in. 2017). Osoby aktywne
fizycznie, zwlaszcza sportowcy wytrzymato$ciowi, czesto wykazuja unikatowy ,atle-
tyczny” profil mikrobioty, bogaty w bakterie zdolne do produkcji maslanu i propionia-
nu oraz metabolitow wspierajacych wydolnos¢ (Mach i Fuster-Botella 2017; Mohr i in.
2020; Scheiman i in. 2019). Z drugiej strony, ekstremalny wysitek lub ¢wiczenia bez odpo-
wiednich przerw regeneracyjnych moga dziata¢ odwrotnie. Nadmierny stres fizjologiczny
zaburza rownowage mikrobioty (dysbioza), prowadzac do spadku liczby pozytecznych
bakterii, zwiekszenia udziatu bakterii potencjalnie patogennych, a takze do przejsciowego
rozszczelnienia bariery jelitowej (Clauss i in. 2021; Varghese i in. 2024). U przetrenowa-
nych sportowcéw obserwowano podwyzszone poziomy LPS we krwi i objawy tzw. en-
dotoksemii wysitkowej bedacej skutkiem wtasnie translokacji bakteryjnej, co wywotuje
reakcje zapalne i moze powodowac ostabienie (Clark i Mach 2016).

Stres o podtozu psychicznym réwniez wptywa na mikrobiote. Aktywacja osi podwzgé-
rze-przysadka-nadnercza (HPA) i wydzielanie tzw. hormonoéw stresu (glikokortykoste-
roidy, adrenalina) moze zmienia¢ motoryke jelit oraz sktad mikroflory (Konturek i in.
2011). Chroniczny stres u ludzi czesto wigze sie ze zmniejszeniem réznorodnos$ci mikro-
bioty i proliferacjg gatunkéw prozapalnych kosztem bakterii produkujacych SCFA (Silva
i in. 2020). Zaburzona mikrobiota nasila sygnaty zapalne i neurochemiczne potegujace
odczuwanie stresu lub zmeczenia, co obserwuje sie np. u 0séb z zespotem przewlektego
zmeczenia czy depresja (Misera i in. 2021; Sullivan i in. 2009).

W zwigzku z powyzej wymienionymi ustaleniami istnieje rosngce zainteresowanie
mozliwoscia terapeutycznej modulacji mikrobioty jelitowej u 0s6b narazonych na stres
fizyczny i psychiczny, takich jak tancerze czy sportowcy wyczynowi, celem poprawy ich
zdrowia i zdolnosci regeneracyjnych (Jarrett i in. 2025). Probiotyki, czyli wyselekcjono-
wane szczepy korzystnych dla organizmu gospodarza (kiedy podawane sa w odpowied-
niej liczbie) bakterii, okazaty sie obiecujacym narzedziem w tym zakresie. Suplementacja
probiotykami z rodzajéow Lactobacillus i Bifidobacterium moze przywraca¢ rownowa-
ge mikrobioty, zwieksza¢ produkcje SCFA i innych pozytecznych metabolitow, a jedno-
cze$nie obniza¢ poziom LPS (Rodes i in. 2013; Bhatia i in. 2022). Zaobserwowano, Ze
przyjmowanie probiotykow przez sportowcéw moze wptywac na zmniejszenie czestosci
wystapien infekcji gornych drég oddechowych, obniza¢ wskazniki stanu zapalnego po
intensywnych treningach oraz poprawiac niektére wskazniki wydolno$ciowe (Aparicio-
-Pascual i in. 2025; tagowska i Bajerska 2021; Marttinen i in. 2020; Shing i in. 2014).
Dziatanie to przypisuje sie m.in. wzmocnieniu bariery jelitowej (mniejsze przenikanie
endotoksyn) oraz bezposredniemu wptywowi metabolitéw bakteryjnych na uktad im-
munologiczny i nerwowy. Szczego6lnie interesujacym obszarem badan sg tzw. psychobio-
tyki, czyli probiotyki wptywajace korzystnie na funkcje psychiczne, np. redukujace ob-
jawy lekowe lub poprawiajace jako$¢ snu (Gil-Hernandez i in. 2023; Wang i in. 2016).
W licznych doswiadczeniach wykazano dziatanie przeciwstresowe i przeciwzapalne
kombinacji Lactobacillus helveticus R0052 i Bifidobacterium longum R0175 - zar6wno
w badaniach z udziatem modeli zwierzecych (gdzie zaobserwowano redukcje pozioméw
markerdw zapalnych w moézgu i krwi oraz zapobieganie zaburzeniom pamieci u szczu-
réw poddanych dziataniu LPS), jak i badaniach z udziatem ludzi (gdzie odnotowano po-
prawe nastroju i zmniejszenie poziomu kortyzolu u ochotnikéw przyjmujacych te szcze-
py) (Ait-Belgnaoui i in. 2018; Arseneault-Bréard i in. 2012; Cristofori i in. 2021; Edebol
Carlman i in. 2022; Messaoudi i in. 2011; Mohammadi i in. 2019; Partrick i in. 2021;
Rodesiin. 2013).
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1.4. Znaczenie badan dla nauki i praktyki

Przedstawiony w publikacjach 1-3 cykl badan wnosi do literatury dane empiryczne doty-
czace relacji miedzy uktadem endokannabinoidowym a mikrobiotg jelitowa w populacji
0s6b aktywnych fizycznie, co dotychczas byto opisywane gtéwnie na modelach zwierze-
cych. Nowatorskim aspektem podjetych badan jest zastosowanie analizy metabolomiczne;j
katu oraz ocena wskaznikéw neuroimmunologicznych w kontekscie suplementacji pro-
biotycznej u tancerek. Zwrocono rowniez uwage na znaczenie personalizacji interwencji
probiotycznych, z uwzglednieniem indywidualnych réznic w diecie i sktadzie mikrobioty
jelitowej, poziomie i rodzaju aktywnosci fizycznej oraz podatnos$ci na stres. Uzyskane wy-
niki badan moga stanowi¢ punkt wyjscia do projektowania dalszych badan, z wykorzy-
staniem innych bakterii probiotycznych, sybiotykow, wiekszej proby, dtuzszego okresu
interwencji oraz dokladniejszego profilowania mikrobioty, metabolomu jelitowego i ich
interakcji z uktadami endokannabinoidowym, nerwowym i odpornosciowym.
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2. CEL BADAN I HIPOTEZY BADAWCZE

Cel badan

Gtownym celem prezentowanej rozprawy doktorskiej byta ocena wptywu 12-tygodnio-

wej suplementacji probiotykiem zawierajacym szczepy Lactobacillus helveticus R0052

i Bifidobacterium longum R0175 na wybrane wskazniki ECS i stanu zapalnego, mikrobiote

i metabolom jelitowy oraz aspekty psychofizyczne zwigzane z przewlektym wysitkiem

fizycznym i psychicznym u tancerek.
Szczegbétowe cele obejmowaty:

a) ocene wplywu suplementacji probiotycznej na stezenia wybranych markeréw ECS:
receptora kannabinoidowego typu 2 (CB2), enzymu hydrolazy amidéw kwaséw thusz-
czowych (FAAH) oraz anandamidu (AEA) w surowicy krwi;

b) zbadanie wptywu suplementacji na poziom endotoksyny bakteryjnej lipopolisachary-
du (LPS) oraz wybranych cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1) i przeciwzapalnych (IL-
10) w surowicy krwi;

c) ocene zmian w sktadzie mikrobioty jelitowej oraz profilu metabolitow bakteryjnych
w kale w odpowiedzi na suplementacje probiotyczng;

d) ocene wptywu probiotykoterapii na odczuwanie objawoéw ze strony przewodu pokar-
mowego wedtug kryteriow ROME-1V;

e) ocene wplywu probiotykoterapii na subiektywna jako$¢ snu za pomocg kwestionariu-
sza PSQI;

f) ocene wplywu probiotykoterapii na préog odczuwanego bélu mierzonego algometrycz-
nie, poziom zmeczenia mierzonego za pomocg FAS oraz strategie radzenia sobie ze
stresem oceniane kwestionariuszem Mini-COPE.

Hipotezy badawcze

Zatozono, ze suplementacja probiotykiem Lactobacillus helveticus R0O052 oraz Bifidobacte-

rium longum R0175 moze wptywac¢ na wskazniki uktadu endokannabinoidowego, mikro-

biote i metabolom jelitowy oraz stan psychofizyczny tancerek poddawanych wysitkowi
fizycznemu i psychicznemu poprzez modulacje osi jelitowo-mézgowej oraz odpowiedzi
zapalne;.

Szczegobtowe hipotezy badawcze:

1. Poziomy AEAiLPS bed3 ze soba zwigzane. WyZsze stezenia LPS, jako wskazZnika trans-
lokacji bakteryjnej i stanu zapalnego, beda towarzyszyty zwiekszonemu poziomowi
AEA, co moze odzwierciedla¢ kompensacyjna aktywacje ECS w odpowiedzi na endo-
toksemie.

2. Suplementacja probiotykiem wptynie na obnizenie poziomu LPS poprzez poprawe in-
tegralnosci bariery jelitowej. Spodziewana redukcja poziomu LPS bedzie sie wigzata
ze zmiang poziomu AEA, jednoczesnie modulujgc ekspresje receptora CB2 bez istot-
nych zmian aktywnos$ci enzymu FAAH.

3. Podawanie probiotyku zmniejszy poziom cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-13), przy jed-
noczesnym wzroscie stezenia cytokiny przeciwzapalnej IL-10, co odzwierciedla¢ bedzie
zmniejszenie ogdlnoustrojowego stanu zapalnego wywotanego wysitkiem i stresem.

4. Suplementacja probiotyczna wptynie na sktad mikrobioty jelitowej, zmieniajac profil
metabolitéw bakteryjnych w prébkach katu.
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5. Suplementacja probiotykiem wptynie na zmniejszenie objawéw gastroenterologicz-
nych, takich jak béle brzucha, biegunki czy zaparcia.

6. Probiotykoterapia korzystnie wptynie na subiektywng jako$¢ snu u tancerek, objawia-
jac sie np. skréceniem latencji snu, zmniejszeniem liczby przebudzen oraz og6lna po-
prawg samopoczucia zwigzanego ze snem.

7. Interwencja probiotyczna spowoduje wzrost progu odczuwanego bélu ocenianego za
pomocg pomiaréw algometrycznych, co moze by¢ posrednim efektem modulacji osi
jelitowo-mézgowej oraz uktadu endokannabinoidowego. Wptynie takze na obnizenie
subiektywnego poziomu zmeczenia oraz poprawe strategii radzenia sobie ze stresem,
przejawiajacych sie zwiekszeniem aktywnych strategii radzenia sobie oraz redukcja
strategii unikania i biernego reagowania na stres.
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3. CYKL PUBLIKAC]I

Przedtozona dysertacja doktorska to cykl trzech monotematycznych prac pod wspo6lnym
tytutem Ocena neuro- i immunomodulujqgcego dziatania wybranych bakterii probio-
tycznych poprzez pomiar wskaznikow aktywacji uktadu endokannabinoidowego,
poziomu metabolitéow mikrobioty jelitowej, profilu cytokin oraz objawow zmeczenia
u tancerek.

Wiacek J., Podgorski T, Kusy K., Loniewski L., Skonieczna-Zydecka K., Karolkiewicz J.
(2024) Evaluating the Impact of Probiotic Therapy on the Endocannabinoid System,
Pain, Sleep and Fatigue: A Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled Trial in
Dancers. International Journal of Molecular Sciences, 25 (11), 5611. https://doi.
org/10.3390/ijms25115611

punktacja MEiN: 140; Impact Factor: 4,9; Impact Factor 5-letni: 5,7

Wiacek J., Skonieczna-Zydecka K. Loniewski I, Deli C.K,, Fatouros L.G., Jamurtas A.Z.,
Moszczynska D., Karolkiewicz J. (2025) Lactobacillus helveticus RO052 and Bifidobac-
terium longum R0175 Supplementation: An Exploratory, Randomized, Placebo-Con-
trolled Trial of Endocannabinoid and Inflammatory Responses in Female Dancers. Mi-
croorganisms, 13 (6), 1284. https://doi.org/10.3390/microorganisms13061284

punktacja MEiN: 40; Impact Factor: 4,2; Impact Factor 5-letni: 4,6

Wiacek ]., Skonieczna-Zydecka K., Loniewski 1., Styburski D., Kaczmarczyk M., Karol-
kiewicz J. (2025) A Randomized Controlled Trial Evaluating the Effects of a Probiotic
Containing Lactobacillus helveticus RO052 and Bifidobacterium longum R0175 on Ga-
strointestinal Symptoms and Metabolomic Profiles in Female Dancers. International
Journal of Molecular Sciences, 26 (12), 5823. https://doi.org/10.3390/ijms26125823

punktacja MEiN: 140; Impact Factor: 4,9; Impact Factor 5-letni: 5,7

Lacznie: punktacja MEiN: 320; Impact Factor: 14; Impact Factor 5-letni: 16
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4. MATERIAL I METODY
4.1. Charakterystyka badanej grupy

Do badania zgtosita sie grupa 51 tancerek, z ktorych nastepnie wytoniono uczestniczki
spelniajace kryteria wiaczenia, w wieku 18-36 lat, trenujgce powyzej 8 godzin tygodnio-
wo. Az 25 0s6b nie spelnito kryteriéw witaczenia i zostato wykluczonych przed losowa-
niem do badania. Do powodéw formalnych wykluczenia nalezaty m.in.: niedawne urazy,
choroby przewlekte, przyjmowanie probiotykéw, prebiotykéw lub synbiotykow, hospi-
talizacja, podroz do stref tropikalnych, stosowanie antybiotykdw, produktéw konopnych
badz lekéw sterydowych w ciggu ostatnich 3 miesiecy.

Jednym z istotnych problemoéw, ktore wydtuzyty czas realizacji badan, byta koniecznos¢
zmiany pierwotnie zaktadanej grupy uczestnikow z zotnierzy na zawodowe tancerki, co
wynikato z ograniczen pandemicznych zwigzanych z COVID-19 oraz brakiem dostepu do
wczesniej zadeklarowanych jednostek szkoleniowych. W odniesieniu do Zotnierzy gtow-
nym zatozeniem badawczym byto wykorzystanie wspélnego zakwaterowania, zblizone-
go schematu ¢wiczen i ujednoliconej diety jako czynnikéw umozliwiajgcych precyzyjne
rozdzielenie grup interwencyjnych, tancerki natomiast zostaly wybrane alternatywnie ze
wzgledu na ich wysoka aktywno$¢ fizyczng, narazenie na stres psychiczny oraz czestsze
wystepowanie zaburzen odzywiania w tej populacji.

Ostatecznie 26 tancerek zakwalifikowano do udzialu w badaniu zgodnie z przyjety-
mi kryteriami. Sposréd nich 6 wycofato sie na poczatku projektu: 3 nie podaty zadnej
przyczyny, a kolejne 3 nie zgtosity sie w ustalonych terminach na pobranie prébek lub po
odbior suplementu/placebo. W efekcie na pierwsze zaplanowane pobrania krwi i katu
stawito sie tylko 20 z 26 zakwalifikowanych tancerek. Rezygnacje te wynikaty prawdopo-
dobnie z napietego grafiku i trudnosci logistycznych (opisanych nizej), cho¢ cze$¢ os6b nie
podata wyttumaczenia swojej nieobecnosci. Z grupy 20 uczestniczek 3 nie zrealizowaty
petnego protokotu 12-tygodniowej suplementacji. Osoby te wprawdzie poddaty sie bada-
niom wstepnym (ich krew i kat oddano do analiz), jednak nie rozpoczety suplementacji
probiotykiem i nie zglosity sie po odbiér preparatu. Nie poznano powodéw rezygnacji
z udziatlu w badaniu tych uczestniczek. Ostatecznie petny protokot (od poczatku do konca
interwencji) ukoriczyto 17 tancerek. Zadna z nich nie przerwata udziatu z powodu dziatan
niepozadanych i nie odnotowano efektéw ubocznych suplementacji, co potwierdzito do-
bra tolerancje preparatu.

Czes¢ danych dotyczacych grupy 17 kobiet, ktére dotrwaty do konca badania, musiano
wykluczy¢ na etapie analizy wynikéw w celu zapewnienia rzetelnosci. Dane jednej uczest-
niczki zostaty wylaczone z analiz ze wzgledu na jej wyzszy wskaznik masy ciata (BMI)
niz pozostatych, co mogto zaburza¢ homogenicznos$¢ proby. Dane innej uczestniczki od-
rzucono jako odstajgce w publikacjach dotyczacych analizy wskaznikéw biochemicznych
z krwi - warto$ci wybranych markeréw (np. stezenie AEA) odbiegaty ponaddwukrot-
nie od wartos$ci reszty grupy. Ostatecznie do analiz statystycznych oznaczen z surowicy
krwi - markeréw uktadu endokannabinoidowego oraz markeréw stanu zapalnego - wig-
czono 15 tancerek (10 w grupie placebo, 5 w grupie z probiotykiem). Niecelowana ana-
liza metabolomu z prébek katu objeta 16 uczestniczek. Wykluczono jedynie osobe ze
skrajnym BMI, natomiast pozostate uczestniczki dostarczyty peine i prawidtowe prébki.

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 19



Rozktad uczestniczek miedzy grupami wyniést w tym przypadku 11 w grupie placebo
i 5 w grupie probiotyku, co przedstawiono na rycinie 1.

Zgtoszenia do badania (n = 51)

Wykluczenia przed randomizacjg (n = 25)

Rezygnacja przed rozpoczeciem badania (n = 6)

Udziat w pomiarach wstepnych (n = 20)

Rezygnacja bez podania przyczyny (n = 3)

Petna realizacja protokotu (n = 17)

Badania metabolomiczne Badania biochemiczne
z katu Z krwi

Wykluczenia z analiz kohcowych
(n =2):

-1 x odstajgce BMI

-1 x odstajgcy AEA

Wykluczenia z analiz koncowych
(n =1 - odstajgce BMI)

Ostateczna wielko$¢ grupy (n = 16) I
Ostateczna wielkos¢ grupy (n = 15)

- Grupa interwencyjna (n = 5)
- Grupa kontrolna (n = 10)

- Grupa interwencyjna (n = 5)
- Grupa kontrolna (n = 11)

BMI - wskaznik masy ciata, AEA - anandamid (N-arachidonoiloetanoloamina)

Rycina 1. Schemat procesu rekrutacyjnego w badaniach
Zrédto: opracowanie wiasne.

Rekrutacja i utrzymanie uczestnictwa tancerek okazaty sie duzym wyzwaniem z uwa-
gi na specyfike ich trybu zycia i harmonogramoéw pracy. Zajecia, intensywne treningi fi-
zyczne, proby choreograficzne, czesto od rana do wieczora (8:00-20:00), czy wieczorne
wystepy skutkowaty péZnymi porami snu, co utrudniato stawianie sie na czczo we wczes-
nych godzinach porannych na pobranie krwi. Koordynacja pobierania i dostarczania pro-
bek katu do laboratorium w okre$lonym czasie rowniez nastreczata trudnosci. Ponadto
nalezato utrzymac wzglednie state nawyki zywieniowe przez 3 miesigce trwania ekspery-
mentu, co wobec zmiennego obcigzenia treningami i wystepami dla niektorych oséb nie
byto tatwe do kontrolowania. Do badania zgtosito sie zaledwie 2 mezczyzn, wiec dobo-
ru préby dokonano wytgcznie wsréd kobiet. Niewprowadzanie pojedynczych danych od
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mezczyzn mogtoby zaktdci¢ wyniki, poniewaz obserwuje sie réznice ptciowe pod wzgle-
dem dziatania mikrobioty jelitowej. W praktyce tylko studentki Akademii Wychowania
Fizycznego (kierunku taniec) zdotaly sprosta¢ wymogom udziatu i wygospodarowac czas
na procedury badawcze. Proby rekrutowania tancerek spoza Akademii Wychowania Fi-
zycznego (np. prywatnych szkét tafica czy publicznych teatrow) okazaty sie bezskuteczne,
gdyz kobiety nie byty w stanie pogodzi¢ udziatu w badaniu z obowigzkami zawodowymi
lub zniechecata je perspektywa licznych pobran krwi i katu oraz rygor protokotu bada-
nia. Wszystkie te czynniki sprawity, ze zaplanowana liczebno$¢ proby nie zostata w peini
osiaggnieta, a rekrutacja musiata zosta¢ zamknieta z taka liczbg uczestniczek, jaka byta
dostepna i zdolna dotrwac do konca projektu.

Przeprowadzono eksploracyjne badanie interwencyjne w uktadzie randomizowanym,
podwojnie zaslepionym, kontrolowanym placebo (RCT). Uczestniczki przydzielono lo-
sowo (blokowa randomizacja o wielko$ci blokéw 4, przeprowadzona przez producenta
preparatu) do grupy probiotyku lub placebo. Zaré6wno badane, jak i personel badawczy
nie znali przydziatu (zaslepienie podwojne). Interwencja polegata na 12-tygodniowej su-
plementacji probiotykiem zawierajacym dwa szczepy: Lactobacillus helveticus RO052 (Ro-
sell-52, CNCM 1-1722) oraz Bifidobacterium longum R0175 (Rosell-17, CNCM 1-3470), ko-
mercyjnie dostepnym jako preparat Sanprobi Stress (Sanprobi, Polska). Dawka wynosita
3 x 10° jednostek tworzacych kolonie (CFU) w kapsutce przyjmowanej raz dziennie rano.
Grupie kontrolnej podawano kapsutki placebo identyczne w wygladzie (masa i ksztatt),
zawierajace obojetny nos$nik (maltodekstryne i skrobie kukurydziang). Suplementacje
prowadzono od marca do czerwca, w czasie petnych 12 tygodni treningdw tanecznych
w semestrze akademickim. Uczestniczki byty monitorowane pod katem przestrzegania
protokotu - kazda prowadzita dziennik przyjmowania kapsutek oraz zwracata niewy-
korzystane dawki podczas wizyt kontrolnych. Obie grupy poinformowano, by w trakcie
trwania eksperymentu nie zmienia¢ nawykdéw zywieniowych ani treningowych. Uczest-
niczki miaty utrzymywac swoéj zwyczajowy plan dietetyczno-treningowy, zgtasza¢ ewen-
tualne odstepstwa (np. zmiane diety, nowe dolegliwoSci czy przyjmowanie lekéw) oraz
powstrzymac sie od intensywnych ¢wiczen na 2-3 dni przed badaniami kontrolnymi. Na
tej podstawie potwierdzono petne przyleganie do zastosowanej interwencji (wszystkie
uczestniczki objete analizg zazyty komplet przewidzianych 84 dawek preparatu).

4.2. Opis zastosowanych metod badawczych

Tydzien przed rozpoczeciem interwencji u uczestniczek zmierzono podstawowe parame-
try antropometryczne: mase ciata (kg), wysokos¢ ciata z obliczeniem BMI (kg/m?), a takze
sktad ciata, w tym procentowa zawartos$¢ tkanki ttuszczowej oraz masy miesniowej i bez-
ttuszczowej za pomoca bioelektrycznej analizy impedancji (BIA). Pomiary te wykonano
w spoczynku. Stanowity one punkt odniesienia (pomiar wyj$ciowy) do ujednolicenia ba-
danej grupy i wykluczenia czynnikéw potencjalnie zaburzajgcych wyniki.

W celu oceny stanu krwi obwodowej wykonano analize morfologiczng krwi. Bada-
nie przeprowadzono bezposrednio po pobraniu krwi (na czczo, w godzinach porannych,
dzien przed rozpoczeciem oraz dzien po zakonczeniu 12-tygodniowej interwencji). Liczbe
leukocytéw (WBC) oraz limfocytéw (LYM) oznaczono metoda cytometrii przeptywowe;j
na analizatorze Synergy 2 SIAFRT (BioTek, Winooski, VT, USA). Pozwolito to wykluczy¢
ewentualne nieprawidtowosci (np. infekcje) mogace wptywac¢ na wyniki badanych mar-
keréw oraz oceni¢ ogolny status immunologiczny uczestniczek. Dane hematologiczne wy-
korzystano takze jako jeden ze wskaznikéw stanu odzywienia i zdrowia badanych.
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Wszystkie uczestniczki byty czynnymi tancerkami zawodowymi lub studentkami tan-
ca, spetniajgcymi kryterium odbywania co najmniej 8 godzin treningu tanecznego tygo-
dniowo. Informacje o poziomie aktywnosci fizycznej zebrano na podstawie deklaracji
uczestniczek. Dane te postuzyty do scharakteryzowania badanej populacji i upewnienia
sie, ze grupy nie roznity sie pod wzgledem obcigzen treningowych, co mogtoby wptywac
na badane wskazniki. Uzupetniajgco oceniono site mieSniowa dtoni. Pomiaru dokonano
za pomocg dynamometru recznego, wedtug standardowej procedury: badana osoba stata
w pozycji wyprostowanej, z reka wzdtuz tutowia i dtonig zwrécona do uda. Kazda dton
badano trzykrotnie, a za wynik przyjmowano $rednig z trzech pomiaré6w maksymalnej
sity chwytu (wyrazonej w kg). Dodatkowo oceniono prog b6lu mechanicznego metoda
algometrii uciskowej: przytozono algometr do miesnia zginacza kciuka, a prog bolu (wy-
razany w kg) wyznaczono jako $rednig z trzech kolejnych pomiaréw nacisku, przy ktérym
osoba badana zgtaszata bol.

Ocena sposobu zywienia zostata przeprowadzona za pomoca dzienniczkoéw dietetycz-
nych. Uczestniczki prowadzity dzienniczek zywieniowy przez 3 kolejne dni (typowo 2 dni
robocze i 1 dzien weekendowy) poprzedzajace rozpoczecie badania. Dane zostaty nastep-
nie przeanalizowane przy uzyciu oprogramowania NUVERO w celu wyliczenia $rednie-
go dziennego pobrania energii (liczba kcal) oraz makrosktadnikéw (biatka, ttuszcze, we-
glowodany w gramach). Analizie poddano takze zawarto$¢ btonnika pokarmowego oraz
cholesterolu w diecie, gdyz sktadniki te moga modulowa¢ zar6wno mikrobiote jelitowa
(btonnik zwieksza produkcje SCFA), jak i uktad endokannabinoidowy (produkty bogate
w cholesterol dostarczajg kwas arachidonowy, czyli prekursor anandamidu). Oprécz ana-
lizy iloSciowej diety przeprowadzono ocene jako$ciowa wzorca zywienia. Zastosowano
14-elementowy kwestionariusz przestrzegania zatozen diety Srédziemnomorskiej MDAT,
oceniajacy stopien przestrzegania diety $srédziemnomorskiej bogatej w warzywa, owoce,
rosliny straczkowe, pelnoziarniste produkty zbozowe, ryby i oliwe z oliwek, a ograniczaja-
cej produkty wysokoprzetworzone, cukry i ttuszcze trans. MDAT zostat przeprowadzony
w formie wywiadu z uczestniczkami, zebrane dzienniczki zywieniowe byty natomiast we-
ryfikowane wspodlnie z badanymi w celu zwiekszenia rzetelnosci danych. Nie stwierdzono
istotnych réznic w spozyciu energii ani gtownych sktadnikow odzywczych miedzy grupa
probiotyku a grupa placebo.

Do oceny poziomow wskaznikdw uktadu endokannabinoidowego oraz stanu zapalne-
go pobrano prébki krwi zylnej (10 ml) od kazdej uczestniczki na czczo, w godzinach po-
rannych, bezposrednio przed rozpoczeciem suplementacji probiotykiem/placebo oraz po
12 tygodniach interwencji. Po odpoczynku prébki zostaty odwirowane, a uzyskane suro-
wice zamrozono az do momentu analizy. Stezenia wybranych biomarkeréw w surowicy
oznaczono metodg testéw immunoenzymatycznych ELISA w uktadzie podwéjnych prze-
ciwciatl (sandwich ELISA). W publikacji 1 opisano poziomy CB2 oraz FAAH. Do ich ozna-
czenia wykorzystano zestawy ELISA (SunRed Biotechnology, Szanghaj, Chiny) o czutosci
ok. 0,285 ng/ml dla CB2 (zakres detekcji 0,3-90 ng/ml) oraz 0,116 ng/ml dla FAAH (za-
kres 0,15-30 ng/ml). W publikacji 2 opisano stezenia AEA oraz LPS. Rowniez w tym przy-
padku uzyto zestawOw ELISA; czutos¢ testu dla AEA wynosita ok. 7,125 ng/ml (zakres
pomiarowy 8-2000 ng/ml), a dla LPS ok. 10,725 jednostek endotoksynowych EU/I (za-
kres 12-4000 EU/I). Dla oceny odpowiedzi zapalnej oznaczono takze cytokiny prozapalne
TNF-a i IL-1B oraz cytokine przeciwzapalng IL-10 w surowicy z czuto$cig na poziomach
odpowiednio ok. 2,827 ng/ml dla TNF-a, 15,013 pg/ml dla IL-11 9,012 pg/ml dla IL-10
oraz zakresami pomiarowymi dostosowanymi do fizjologicznych stezen, odpowiednio:
TNF-a: 3-900 ng/ml, IL-1$: 20-8000 pg/ml, IL-10: 10-3000 pg/ml. Wszystkie pomiary
wykonywano zgodnie z protokotami producenta zestawow, przy czym kazdy test zawie-
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rat proby kontrolne. Producent deklarowat precyzje oznaczen CV intra-assay na poziomie
<10%, a inter-assay <12%, zatem niewielkie wahania stezen mogty miescic¢ sie w grani-
cach btedu metody.

W ostatnim z badan cyklu dokonano zaawansowanej niecelowanej analizy metabolo-
micznej w celu oceny wpltywu probiotyku na profil metabolitow jelitowych. Analizowano
prébki katu uczestniczek (pobrane samodzielnie przez badane, ~10-30 g, zabezpieczone
i przechowywane w domowych zamrazarkach w temp. -18°C, a nastepnie -80°C do cza-
su badania). Zastosowano podejScie metabolomiki niekierowanej (untargeted) oparte
na chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-MS). Analizy chro-
matograficzno-masowe przeprowadzono na uktadzie UHPLC Sciex ExionLC potgczonym
z wysokorozdzielczym spektrometrem mas TripleTOF 6600+ (Sciex, USA). Rozdziat
chromatograficzny prowadzono na kolumnie Phenomenex Luna® Omega Polar C18
(1,6 um, 150 x 2,1 mm) w gradiencie faz mobilnych przez 45 minut. Widma mas zbie-
rano w szerokim zakresie m/z 50-850 z wykorzystaniem trybu SWATH-MS (Sequential
Window Acquisition of All Theoretical Mass Spectra), ktéry umozliwia jednoczesne zbie-
ranie danych MS/MS dla wielu przedziatéw m/z. Identyfikacja metabolitow opierata sie
na analizie uzyskanych widm fragmentacyjnych w poréwnaniu z wzorcowymi danymi
z baz referencyjnych. Wykorzystano oprogramowanie Sciex OS (v.3.3.1) z zintegrowang
biblioteka wysokorozdzielczych widm MS/MS (Sciex All-In-One) oraz komercyjng baza
NIST, uzupetnionymi o wtasng baze laboratorium Pomorskiego Uniwersytetu Medyczne-
go w Szczecinie. Identyfikacje potwierdzano na podstawie zgodnoSci jonéw macierzy-
stych i ich fragmentéw (analiza spektrometrii tandemowej) z tolerancja btedu masowe-
go ok. 2 ppm.

W ramach cyklu badawczego wykorzystano standaryzowane kwestionariusze do oce-
ny wybranych aspektéw funkcjonalnych i psychospotecznych uczestnikow. Dzieki wyko-
rzystaniu tych narzedzi uzyskano wielowymiarowa ocene stanu tancerek, obejmujaca
zaro6wno obiektywne wskazZniki fizjologiczne, jak i subiektywne odczucia, co umozliwito
cato$ciowq analize wptywu suplementacji probiotykiem.

Pittsburski Indeks Jakosci Snu (PSQI) postuzyt do oceny subiektywnej jakoSci snu.
Kwestionariusz ten mierzy jako$¢ i wzorce snu z ostatniego miesigca (obejmuje m.in.
komponenty takie, jak latencja snu, czas trwania snu, efektywno$¢ snu, zaburzenia snu).
Laczny PSQI jest wyrazony w punktach (0-21) - nizszy wynik oznacza lepsza jakoS¢ snu,
a WYZSZy gorsza.

Skale Oceny Zmeczenia (FAS) zastosowano w celu iloSciowej oceny zmeczenia odczu-
wanego przez uczestniczki. FAS sktada sie z szeregu stwierdzen dotyczacych objawow zme-
czenia fizycznego i psychicznego; odpowiedzi sg sumowane i dajg wynik od 0 do 32 punk-
tow - wyzszy wynik wskazuje na wieksze nasilenie zmeczenia. Pomiary zmeczenia FAS
pozwolity okresli¢, czy suplementacja probiotykiem wptyneta na subiektywne odczucie
zmeczenia w poréwnaniu z placebo.

Do oceny strategii radzenia sobie ze stresem zastosowano kwestionariusz Mini-COPE,
bedacy polska adaptacja skréconej wersji testu COPE. Narzedzie to zawiera 28 pytan do-
tyczacych typowych reakcji i zachowan w sytuacjach stresowych, na ktére badani odpo-
wiadali w skali od 0 (,,prawie nigdy”) do 3 (,prawie zawsze”). Mini-COPE pozwala wyrdz-
ni¢ 14 strategii radzenia sobie ze stresem, pogrupowanych w trzy gtéwne style: aktywne
radzenie sobie, unikanie (behawioralne i psychiczne) oraz poszukiwanie wsparcia emo-
cjonalnego, przy czym maksymalne mozliwe sumy punktéw dla tych styléw wynosza od-
powiednio 18, 30 i 36 punktéw. Uzyskane wyniki Mini-COPE postuzyty do poréwnania,
czy 12-tygodniowa suplementacja wplyneta na zmiane dominujgcych strategii radzenia
sobie (np. czy zmniejszyta sktonnos¢ do zachowan unikowych).
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Objawy ze strony przewodu pokarmowego oceniono za pomocg ankiety opartej na kry-
teriach Rome IV dla zaburzen czynnos$ciowych jelit. Kwestionariusz ten zawieratl pytania
dotyczace czestosci i nasilenia dolegliwosci jelitowych typowych dla zespotu jelita nad-
wrazliwego, m.in. czestotliwos$ci b6loéw brzucha, dyskomfortu po positkach (uczucie pet-
nosci), epizoddéw biegunki i zapar¢. Pozyskane odpowiedzi pozwolity oceni¢, czy probiotyk
wptynat na subiektywne samopoczucie w zakresie funkcjonowania uktadu pokarmowego
tancerek w poréwnaniu z placebo (jednak w badaniu nie odnotowano istotnej poprawy
tych objawow).

4.3. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczng wynikéw biochemicznych oraz pozostatych testéw i kwestionariu-
szy przeprowadzono w programie Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc., USA). Na etapie
wstepnym oceniono rozktad zmiennych z wykorzystaniem testu Shapiro-Wilka, co umoz-
liwito wybor wtasciwych procedur statystycznych. Poréwnania wartosci poczatkowych
miedzy grupa probiotyczng a grupa placebo wykonywano przy uzyciu testu t-Studenta
dla préb niezaleznych, natomiast w przypadku naruszenia zatozen normalnos$ci rozktadu
alternatywnie za pomocg testu Manna-Whitneya U.

Do oceny zmian w czasie w ramach poszczegélnych grup (przed suplementacjg i po
niej) zastosowano test t-Studenta dla préb zaleznych lub - gdy rozktad odbiegat od nor-
malnego - test Wilcoxona. Ponadto przeprowadzono dwuczynnikowg analize wariancji
dla pomiaréw powtarzanych (ANOVA), ktéra pozwalata oceni¢ efekty gtowne czasu (przed
vs po) i grupy (probiotyk vs placebo), a takze ich interakcje. Wielko$¢ efektéw wyrazano
w postaci n% W przypadku wykrycia istotnych efektow gtéwnych lub interakcji stosowano
testy post-hoc z korekta Bonferroniego w celu kontroli btedu pierwszego rodzaju wynika-
jacego z wielokrotnych poréwnan.

Dodatkowo przeanalizowano powigzania korelacyjne pomiedzy wybranymi parametra-
mi, tj. stezeniami AEA i LPS, wykorzystujac wspoétczynniki korelacji Pearsona (dla rozkta-
déw normalnych) lub Spearmana (dla rozktadéw nienormalnych). We wszystkich anali-
zach przyjeto poziom istotnosci p < 0,05.

Opracowanie danych metabolomicznych obejmowato wstepne przetwarzanie. Dane
poddano filtracji i usuwano sygnaty o niskiej stabilnos$ci (wspdtczynnik zmiennos$ci mie-
dzy préobkami QC > 25%) oraz odstajace skrajne wartosci (poza 5. percentylem i 95. per-
centylem), aby wyeliminowac szum i artefakty pomiarowe. Nastepnie dane logarytmowa-
no (log, ). Do analiz wykorzystano pakiet MetaboAnalystR 4.0 (Xia Lab, McGill University).
W pierwszej kolejnosci przeprowadzono analize gtéwnych sktadowych (PCA) w celu wi-
zualizacji ogolnych wzorcow zmian w metabolomie oraz oceny ewentualnych odchylen
jako$ci danych. Nastepnie zastosowano analize jednoczesng sktadowych ANOVA (ASCA),
ktéra taczy analize wariancji z analiza czynnikowa, aby wyodrebni¢ wptyw czynnika gru-
py (probiotyk vs placebo) i czasu (przed vs po suplementacji) na profil metabolomiczny.
[stotnos¢ efektéw w ASCA weryfikowano testem permutacyjnym (1000 permutacji). Dla
poszczeg6lnych metabolitéw przeanalizowano zmiany w uktadzie podtuznym (before-
after) za pomoca modeli mieszanych dla danych powtarzanych, z uwzglednieniem inter-
akcji czynnikowej (grupa x czas). Estymacje prowadzono metoda najwiarygodniejszych
estymatorow z korekcjg Kenwarda-Rogera dla liczby stopni swobody. R6wnoczes$nie do-
konano poréwnan miedzy grupami na poszczegolnych punktach czasowych (przed inter-
wencja i po niej) w celu wytonienia metabolitow réznigcych sie istotnie miedzy grupa pro-
biotyczng a placebo. Wykorzystano do tego testy t-Studenta dla kazdej zmiennej z osobna,
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a otrzymane wartosci p skorygowano o kontrole wielokrotnych poréwnan metodg FDR
Benjaminiego-Hochberga. W interpretacji wynikéw istotnych statystycznie uwzglednia-
no takze wielkosci efektu. Ze wzgledu na eksploracyjny charakter badania metabolomicz-
nego uzyskane wyniki traktowano jako wstepne, do dalszej weryfikacji, nie za$ ostateczne
dowody.

4.3. Zgody etyczne

Badanie zostato przeprowadzone zgodnie z Deklaracjg helsinska i zatwierdzone przez
Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
(nr412/22, wcze$niej 494/21) z 19 maja 2022 r. Uczestnicy wyrazili Swiadomg, pisemng
zgode na udziat w badaniu przed rozpoczeciem interwencji, mogli zrezygnowac¢ w do-
wolnym momencie bez podawania przyczyny. Protokot zostal zarejestrowany w bazie
clinicaltrials.gov pod numerem NCT05567653. Badania realizowano na podstawie wy-
tycznych do raportowania badan klinicznych CONSORT 2010; nie wprowadzano zmian do
protokotu w trakcie jego trwania.
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5. WYNIKI BADAN
5.1. Charakterystyka grupy

W badaniu wstepnym przed rozpoczeciem interwencji nie stwierdzono istotnych réz-
nic miedzy grupg probiotyczng (PRO) a grupg placebo (PLA) w zadnym z analizowanych
wskaznikéw (tabela 1). Analizg objeto wytacznie uczestniczki pici zeniskiej. Srednia masa
ciata w PRO wyniosta 60,10 +7,31 kg, a w PLA 58,07 £6,95 kg (p = 0,99); BMI, odpowied-
nio, 20,80 +2,29 vs 21,05 +2,18 kg/m? (p = 0,93); zawarto$¢ tkanki thuszczowej 27 +3%
w obu grupach (p = 0,84). Aktywno$¢ fizyczna wyrazana w godzinach treningu na tydzien
wyniosta w PRO 16,00 9,77 h/tydz., a w PLA 17,11 6,98 h/tydz. (p = 0,69). WskaZni-
ki hematologiczne réwniez byty zblizone: WBC 5,94 +1,17 w PRO vs 5,54 +0,84 w PLA
(p=0,50) oraz LYM 2,60 0,46 vs 2,34 +0,79 (p = 0,41). W zakresie spozycia energii i sktad-
nikéw odzywczych nie odnotowano réznic istotnych statystycznie. Spozycie energii wy-
niosto 2325 425 kcal w PRO vs 1999 £279 kcal w PLA (p=0,26), biatka - 10021 g
vs 85+30¢g (p=0,51), ttuszczu - 90 +18 g vs 74 +14 g (p=0,41), weglowodanow -
299 +58 g vs 271 53 g (p = 0,75), btonnika - 21 +13 g vs 29 £15 g (p = 0,91), a choleste-
rolu - 330 141 mg vs 217 +104 mg (p = 0,40). Wynik testu oceniajacego przyleganie do
diety Srodziemnomorskiej wyniost 6,20 £2,49 w PRO i 5,46 +1,86 w PLA (p = 0,42). Sita
chwytu osiggneta Srednio 26,16 5,33 kg w PRO i 28,13 4,67 kg w PLA (p = 0,73). Grupy
na etapie poczagtkowym mozna uznac za jednorodne pod wzgledem parametréw antropo-
metrycznych, hematologicznych, dietetycznych oraz poziomu aktywnosci fizycznej.

Tabela 1. Wyniki pomiaréw antropometrycznych i dietetycznych uczestniczek (na podstawie da-
nych z publikacji 1-3)

Wskazniki antropometryczne Placebo (n=11) Probiotyk (n =5)

i dietetyczne Srednia +SD Srednia +SD Warto$¢ p’
Charakterystyka antropometryczna
Wiek [lata] 20,55 +1,04 20,00 1,30 0,55°
Masa ciata [kg] 58,07 £6,95 60,10 +7,31 0,992
BMI [kg/m?] 21,05 2,18 20,80 +2,29 0,932
Tkanka ttuszczowa [% masy ciata] 27 4 27 £3 0,842
Poziom aktywnoSci fizycznej [godziny na tydzien] 17,11 +6,98 16,00 9,77 0,69°
Sita chwytu [kg] 28,13 +4,67 26,16 5,33 0,732

Kompozycja diety

Energia [kcal] 1999,23 +279,81  2325,54 +425,00 0,26

Biatko [g] 85,29 +30,13 100,47 £21,09 0,512
Thuszcz [g] 74,56 £13,93 90,47 +18,72 0,41°
Cholesterol [mg] 216,73 104,36 330,21 +140,77 0,402
Weglowodany [g] 271,12 £53,14 298,79 £57,98 0,752

26 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



Cukier [% weglowodanéw] 10,27 +3,89 6,75 £2,81 0,092
Blonnik [g] 28,96 £15,13 21,36 £12,67 0,91°
Przestrzeganie diety Sr6dziemnomorskiej [0-14] 5,46 +1,86 6,20 +2,49 0,422
Owoce [porcje 150-200 g na dzien] 1,64 +0,67 1,60 £0,55 1,00°
Warzywa [porcje 200 g na dzien] 2,36 £0,92 3,20 £0,84 0,10°
Straczki [porcje 150 g na dzien] 1,55 +1,51 2,40 £2,51 0,60°
Orzechy [porcje 30 g na dzien] 2,46 +1,44 3,00 1,23 0,56°
Wskazniki hematologiczne
Leukocyty (WBC) [x10°/1] 5,54 +0,84 594 +1,17 0,50°
Limfocyty [x10°/1] 2,34 +0,79 2,60 +0,46 0,412

* prawdopodobienstwo przy zatozeniu hipotezy zerowej, obliczone za pomoca testu t lub testu U Manna-Whitneya
w przypadku braku zatozenia normalnosci rozktadu
atest t; © test U Manna-Whitneya

5.2. Wskazniki biochemiczne z krwi (publikacje 1 i 2)

W analizie wskaznikéw biochemicznych przeprowadzonej przed rozpoczeciem inter-
wencji nie wykazano istotnych réznic miedzy PRO a PLA w zadnym z ocenianych wskaz-
nikéw, co potwierdza ich poczatkowa poréwnywalno$é¢ (tabela 2). Srednie stezenie LPS
wyniosto 505,05 +170,77 EU/1 w PRO i 579,36 +118,50 EU/1 w PLA (p=0,34), nato-
miast poziom AEA osiggnat 253,99 +68,01 ng/ml w PRO i 292,59 + 70,98 ng/ml w PLA
(p = 0,33). Wartosci receptora kannabinoidowego CB2 byty silnie zréznicowane we-
wnatrz PRO (0,86 £1,21 ng/ml; p < 0,01)), jednak bez istotnej réznicy wzgledem PLA
(0,55 £0,32 ng/ml; p=0,95). W zakresie stezenia FAAH $rednie poziomy wyniosty od-
powiednio 6,46 0,68 ng/ml w PRO i 5,93 +1,15 ng/ml w PLA (p = 0,28). W odniesieniu
do cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych réwniez nie odnotowano statystycznie
istotnychroznic, stezenia TNF-a wynosity 87,52 +24,40 pg/ml vs 105,89 £22,23 pg/ml
(p=0,17), IL-1B - 1300,42 +298,48 pg/ml vs 1475,79 +333,89 pg/ml (p = 0,34), IL-10 -
490,03b ¥110,89 pg/ml vs 515,46 +96,86 pg/ml (p = 0,65).

Tabela 2. Poréwnanie pozioméw wskaznikéw biochemicznych z surowicy miedzy grupami na
poczatku badania (na podstawie danych z publikacji 1 i 2)

Probiotyk (n = 5) Placebo (n =10)

Wskaznik ; . p testu
skaznl Srednia +SD . . Srednia +SD . . t-Studenta
. p Shapiro-Wilka . p Shapiro-Wilka
(min-max) (min-max)
505,05 +170,77 579,36 +118,50
* ’ ’ ) y
LPS [EU/I¥] (299,35-742,17) 0,9796 (416,63-826,21) 0,6987 0,3391
253,99 +68,01 292,59 70,98
AEA [ng/ml] (164,05-337,67) 0,8996 (214.40-432,66) 0,1966 0,3329
0,8642 +1,21 0,55 +0,32 .
CB2 [ng/ml] (0,12-4,01) 0,0004 (0,20-0,90) 0,3923 0,9512
6,46 +0,68 593 1,15
FAAH [ng/ml] (491-7,19) 0,9661 (4,49-7,61) 0,1703 0,2806
87,52 £24,40 105,89 £22,23
TNF-a [pg/ml] (56,75-117,74) 0,9029 (7216-139,53) 0,8120 0,1671
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1300,42 +298,48
L-1B pe/mll 982 44-1689,51)

490,03 +110,89
(393,35-679,28)

1475,79 +333,89
(940,79-2090,87)

515,46 +96,86
(397,89-709,14)

0,4774 0,9272 0,3402

IL-10 [pg/ml] 0,1302 0,6118 0,6546

AEA - anandamid (N-arachidonoiloetanoloamina), CB2 - receptor kannabinoidowy typu 2, FAAH - hydrolaza amidéw
kwasow ttuszczowych, IL-1f - interleukina 1 beta, IL-10 - interleukina 10, LPS - lipopolisacharyd, EU - jednostki endo-
toksynowe, TNF-a - czynnik martwicy nowotwordéw alfa

" test U Manna-Whitneya

Zgodnie z przewidywaniami, wynikajacymi z przegladu literatury, stwierdzono istot-
ng korelacje pomiedzy poziomami AEA i LPS (r = 0,9677; p < 0,05), oceniong przy uzy-
ciu wspotczynnika korelacji rang Spearmana. Zalezno$¢ te przedstawiono na rycinie 2.
Wyraznie odstajacy punkt zostat wykluczony z dalszych analiz.

r*= 09677 (p < 0,05)
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AEA - anandamid (N-arachidonoiloetanoloamina), LPS - lipopolisacharyd, EU - jednostki endotoksynowe
* 1 — wspotczynnik korelacji Spearmana

Rycina 2. Analiza korelacji pomiedzy gtéwnymi wskaZnikami biochemicznymi z krwi w badaniu
(n=16)

Zrédto: opracowanie wiasne (publikacja 2).

W koncowej analizie poréwnawczej wewnatrzgrupowej nie odnotowano istotnych
statystycznie roznic dla zadnego z badanych parametréw w PRO ani PLA (tabela 3).
W PRO $rednie zmiany (delta) poziom6éw markerdw zapalnych i sktadnikéw uktadu endo-
kannabinoidowego byty minimalne, m.in. wzrost TNF-a 0 10,28 pg/ml (p = 0,1320), spa-
dek AEA 0 1,11 ng/ml (p = 0,9538) oraz niewielki wzrost FAAH (0,09 ng/ml; p = 0,2253).
Réwniez zmiany w poziomie LPS (3,48 EU/I; p=0,9361) i CB2 (-0,26 ng/ml; p = 0,1439)
nie byly statystycznie istotne. W PLA zaobserwowano wiekszg, cho¢ réwniez nieistot-
na tendencje wzrostowa poziomu LPS (56,98 EU/]; p = 0,0694) i IL-1 (104,61 pg/ml;
p = 0,0889), przy jednoczesnym wzroscie AEA (14,08 ng/ml; p = 0,4749), TNF-a
(7,15 pg/ml; p = 0,2336) i [L-10 (24,95 pg/ml; p = 0,2640). Statystycznie nieistotny spa-
dek poziomu CB2 w PLA (-0,14 ng/ml; p = 0,1380) oceniono dodatkowo za pomoca testu
Wilcoxona. Ogétem analiza wskazuje na brak istotnych zmian w badanych parametrach
biochemicznych w obu grupach po 12 tygodniach suplementacji.
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Tabela 3. Poréwnanie zmian badanych wskaznikéw w surowicy w obrebie obu grup po 12-tygo-
dniowej interwencji probiotycznej lub placebo u tancerek (na podstawie danych z publikacji 1 i 2)

Probiotyk (n =5) Placebo (n = 10)
Wskaznik ; -
Srednie warto$ci réznic t-test (t; p) Srednie warto$ci réznic t-test (t; p)
LPS [EU/1] 3,48 0,0853; 0,9361 56,98 2,0605; 0,0694
AEA [ng/ml] -1,11 -0,0616; 0,9538 14,08 0,7457;0,4749
CB2 [ng/ml] -0,26 1,8140; 0,1439 -0,14 1,4832; 0,1380*
FAAH [ng/ml] 0,09 -1,3019; 0,2253 0,48 -0,2413; 0,8212
TNF-a [pg/ml] 10,28 1,8887; 0,1320 7,15 1,2768; 0,2336
IL-18 [pg/ml] 46,52 0,5646; 0,6025 104,61 1,9067; 0,0889
IL-10 [pg/ml] 66,17 -1,4251; 0,2273 24,95 1,1912; 0,2640

AEA - anandamid (N-arachidonoiloetanoloamina), CB2 - receptor kannabinoidowy typu 2, FAAH - hydrolaza amidéw
kwasow tluszczowych, IL-1f - interleukina 1 beta, IL-10 - interleukina 10, LPS - lipopolisacharyd, EU - jednostki endo-
toksynowe, TNF-a - czynnik martwicy nowotworéw alfa

" test kolejnosci par Wilcoxona (Z; p)

5.3. Wskazniki metabolomiczne z katu (publikacja 3)

PCA nie wykazata wyraZznego skupienia probek w zaleznoSci od grupy interwencyjnej
lub punktu czasowego (rycina 3), co wskazuje na naktadajace sie profile metabolomiczne
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Rycina 3. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) profili metabolicznych z katu na poczatku badania
(kotka) i po zakonczeniu interwencji (tréjkaty) w grupach placebo i probiotycznej (PLA - placebo,
czerwony kolor, PRO - grupa probiotyczna, zielony kolor). Osi PC1-PC3 ukazuja najwazniejsze
wzorce zmiennosSci w poziomach metabolitéw, tj. te kombinacje zmiennych, ktére w najwiekszym
stopniu wyjasniajg réznice miedzy probkami. Wykresy gestosci na przekatnej przedstawiajg roz-
ktad wartosci poszczegolnych sktadowych w kazdej grupie, a wykresy konturowe w gérnym troj-
kacie obrazujg obszary najwiekszej koncentracji prébek w przestrzeni dwuwymiarowej

Zrédto: opracowanie wiasne (publikacja 3).
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zar6wno w punkcie poczatkowym, jak i po zakonczeniu interwencji. Jednoczes$nie, mimo
braku wyraznej separacji probek, nie mozna catkowicie wykluczy¢ istnienia subtelnych
zmian w poziomach wybranych metabolitéw, ktére mogty nie zosta¢ uchwycone w ana-
lizie wielowymiarowej, potencjalnie wynikajacych z drobnych, niekontrolowanych réznic
dietetycznych lub innych czynnikéw srodowiskowych.

Mapa ciepta (heatmap) z logarytmicznie przeksztalconymi warto$ciami zostata spo-
rzadzona w celu wizualizacji réznic metabolicznych pomiedzy grupami. RéZnice w ste-
zeniach pomiedzy PRO a PLA moga wskazywac na przesuniecie zwigzane z interwencja,
jednak nie oznacza to efektu jednokierunkowego (rycina 4). Lista wykrytych metaboli-
tow objeta 140 substancji chemicznych. Test permutacyjny potwierdzit istotny efekt in-
terwencji (p = 0,026), natomiast efekty czasu oraz interakcji nie osiggnety istotnosci, co
wskazuje na interwencje jako gtéwny czynnik zmian.
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Rycina 4. Mapa ciepta warto$ci metabolitéw przeksztatconych logarytmicznie dla grup place-
bo (PLA) i probiotycznej (PRO). Wiersze odpowiadajg metabolitom, kolumny - poszczegdlnym
prébom indywidualnym. Kolorystyka odzwierciedla réznice stezen (czerwony - wyzsze, niebie-
ski - nizsze). Grupowanie (clustering) wskazuje na zmiany metaboliczne zwigzane z interwencja.
Mapa przedstawia przeksztatcone logarytmicznie intensywnos$ci sygnatéw metabolitow; wartosci
ujemne odpowiadajg cechom o niskim stezeniu, ktérych wartos$¢ przed przeksztatceniem logaryt-
micznym byta ponizej 1
Zrédto: opracowanie wiasne (publikacja 3).
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Zastosowano model efektéw mieszanych w celu oceny, czy trajektorie zmian stezen
metabolitow w czasie roznity sie pomiedzy dwiema grupami interwencyjnymi. Analiza
wykazata, ze metabolit (2RS)-2-(4-hydroksyfenylo)kwas propionowy wykazat najsilniej-
sze powigzanie statystyczne, przy niekorygowanym poziomie istotnosci p = 0,023 obliczo-
nym na podstawie przybliZzenia Kenwarda-Rogera. Wyniki przedstawiono na rycinie 5A.
Wykres efektéw predykcyjnych ukazuje wspotczynniki efektéw statych obejmujacych in-
terwencje, czas oraz ich interakcje. Zaobserwowang istotng interakcje nalezy prawdopo-
dobnie przypisa¢ przede wszystkim réznicom poczatkowym pomiedzy grupami. Oprocz
modelu efektéw mieszanych przeprowadzono rowniez wielowymiarowa analize warian-
cji oparta na empirycznym podejs$ciu bayesowskim (MEBA), ktérej wyniki przedstawiono
na rycinie 5B. Analiza MEBA rowniez wskazata (2RS)-2-(4-hydroksyfenylo)kwas propio-
nowy jako jeden z metabolitow o najwyrazniej zr6znicowanej odpowiedzi czasowej po-
miedzy grupami interwencyjnymi.

Metabolit mikrobi jelit g
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Rycina 5. Wptyw interwencji i czasu na poziomy (2RS)-2-(4-hydroksyfenylo)kwasu propionowe-
go w prébkach katu. Panel A przedstawia wizualizacje wspoétczynnikow efektow statych (inter-
wengja, czas, interakcja interwencji z czasem) w modelu mieszanym, natomiast panel B ukazuje
wyniki wielowymiarowej analizy wariancji typu MEBA, identyfikujacej ten zwigzek jako jeden
z najbardziej réznicujgcych profile metaboliczne w czasie miedzy grupami badanymi

Zrédto: opracowanie wiasne (publikacja 3).

Analiza ASCA wyodrebnita cztery metabolity jako ,najsilniej réznicujace”, co oznacza,
ze mialy one istotny wptyw na ksztattowanie profilu metabolicznego charakterystycz-
nego dla poszczegélnych grup. Wsrod nich szczeg6lnie wyrdzniat sie metabolit (2RS)-2-
(4-hydroksyfenylo)kwas propionowy, uznany za kluczowy dla interwencji, co potwierdza-
ja rowniez wyniki modelu efektow mieszanych. Uzyskane wyniki, w potaczeniu z obser-
wacjami z mapy ciepta oraz analiz zmian wzglednych (tabela 2), sugeruja, Ze interwencja
mogta wywota¢ zmiany metaboliczne. W analizie przekrojowej uwzgledniono jedynie te
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metabolity, dla ktorych logarytmiczna zmiana stezenia (log, fold change (FC) - logarytm
ilorazu stezen przed interwencjg i po interwencji) przekraczata wartos¢ 2 (tabela 4), co
odpowiada co najmniej czterokrotnemu wzrostowi stezenia w grupie probiotyczne;j.

Tabela 4. Analiza przekrojowa na koricowym etapie badania wykazujgaca metabolity z katu o zmie-
nionych stezeniach w grupie probiotycznej wzgledem wartos$ci wyjsciowych (log, FC > 2, co od-
powiada co najmniej czterokrotnej zmianie) (na podstawie danych z publikacji 3) [Nazwy meta-
bolitdw pozostawiono w jezyku angielskim, poniewaz dla wielu z nich nie funkcjonujg utrwalone
ijednoznaczne odpowiedniki w jezyku polskim, a zastosowanie ttumaczen mogtoby prowadzi¢ do
niesScistosci w identyfikacji zwigzkow]

Metabolit err(ll;Zrtlr;IO(élfC) log,(FC)
Hippuric acid [M-H]~ (kwas hipurowy) 8938,800000 13,1260
Curcumin (NIST EL) [M+H]* (kurkumina) 354,050000 8,4678
Hyocholic acid (microbiome) [M-H]~ 0,036575 -4,7730
Quinic acid [M+AcO-H]~ 23,103000 4,5300
Genistein [M-H]" (genisteina) 21,530000 4,4283
Estriol [M-H]" 18,119000 4,1795
Naringenin (microbiome) [M-H]" (naryngenina) 12,869000 3,6858
Taurine [M-H]" (tauryna) 0,119930 -3,0597
Alpha-linolenic acid [M-H]" (kwas a-linolenowy) 6,776500 2,7605
Alpha-linolenic acid [M+FA-H]~ 6,574100 2,7168
3a,12a-dihydroxy-7-oxo-5b-cholan-24-oic acid (microbiome) [M-H]" 0,172040 -2,5392
Peimine [M+H]* 5,497000 2,4586
Kaurenoic acid [M-H]~ 0,202690 -2,3027
4-Methyl-5-thiazoleethanol (microbiome) [M+H]* 4,839600 2,2749
Cholic acid [M-H]~ (kwas cholowy) 0,222740 -2,1666
Valproic acid [M-H]" (kwas walproinowy) 4,270200 2,0943

FC - iloraz stezenia po interwencji do stezenia poczatkowego

Analiza przekrojowa wykonana po zakonczeniu interwencji wykazata istotne zmiany
poziomdéw metabolitow w nastepstwie suplementacji probiotycznej, przy czym w przy-
padku kilku zwigzkow, takich jak kwas hipurowy czy kurkumina, odnotowano wyrazny
wzrost (log,FC > 2). Niemniej jednak, ze wzgledu na wysoka zmiennos$¢ osobniczg, nie
wszystkie obserwowane zmiany osiggnety istotno$¢ statystyczna. Czes¢ wykrytych me-
tabolitow, w tym kurkumina i naryngenina, mogta potencjalnie pochodzi¢ z suplemen-
tow bogatych w zwigzki fitochemiczne, jednak zadna z uczestniczek nie zadeklarowata
ich stosowania w odpowiednich czeSciach dzienniczkéw zywieniowych. Ponadto ocena
zgodnoSci ze wzorcem diety Srddziemnomorskiej nie wykazata istotnych réznic pomie-
dzy grupami, co sugeruje poréwnywalno$¢ nawykéw zywieniowych. W celu dalszej oceny
wiarygodnos$ci wynikow przeprowadzono test t (tabela 5), ktéry pozwolit zidentyfikowa¢
podzbiér metabolitéw réznigcych sie istotnie pomiedzy grupa probiotyczng a placebo.
Wspotczynnik fatszywych odkry¢ FDR na poziomie ~0,46 wskazuje, ze po korekcji na
wielokrotno$¢ poréwnan zaden z metabolitow nie osiggnat istotnosci statystycznej. Nie
wyklucza to jednak znaczenia biologicznego uzyskanych efektow, poniewaz korekcja FDR
jest metoda wysoce konserwatywna, szczegélnie w badaniach z niewielkg liczebnoscia
préby, i moze maskowac istotne trendy, zwtaszcza w analizach eksploracyjnych.
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Tabela 5. Metabolity wykazujace istotne réznice na koncowym etapie interwencji (wyniki testu t).
Statystyka t ilustruje kierunek i wielko$¢ zmiany - warto$ci ujemne wskazuja na nizsze stezenia
w grupie probiotycznej. Warto$¢ p oznacza istotno$¢ statystyczng przed korekcja, natomiast wspot-
czynnik FDR uwzglednia poprawke na wielokrotno$¢ poréwnan (na podstawie danych z publi-
kacji 3) [Nazwy metabolitow pozostawiono w jezyku angielskim, poniewaz dla wielu z nich nie
funkcjonuja utrwalone i jednoznaczne odpowiedniki w jezyku polskim, a zastosowanie ttumaczen
mogtoby prowadzi¢ do niescistosci w identyfikacji zwigzkow]

Metabolit t-test  Wartos¢p -log,, (p) FDR
Hyocholic acid (microbiome) [M-H]~ -2,8552 0,012719 11,8955 0,45892
L-phenylalanine [M-H]" (L-fenyloalanina) -2,7714 0,015002 1,8239 0,45892
L-tryptophan [M-H]" (L-tryptofan) -2,6018 0,020902 11,6798 0,45892
1-Aminocyclohexanecarboxylic acid (NIST EL) [M+H]* 2,5913 0,021336 1,6709 0,45892
L-phenylalanine [M+H]* (L-fenyloalanina) -2,4408 0,028545 1,5445 0,45892

3a,12a-dihydroxy-7-oxo-5b-cholan-24-oic acid
(microbiome) [M-H]~

Kaurenoic acid [M-H]" -2,3055 0,036961 11,4323 0,45892
D-citramalic acid lithium salt (microbiome) [M-H]" 2,2485 0,041167 11,3855 0,45892

5-Aminopentanoic acid [M-H]- (kwas §-aminowalerianowy) -2,1452 0,049965 1,3013 0,45892

-2,4157 0,029951 11,5236 0,45892

FDR - odsetek fatszywych odkry¢

5.4. Kwestionariusze dotyczace samopoczucia psychofizycznego
(publikacje 1-3)

W ocenie subiektywnych dolegliwosci Zotadkowo-jelitowych przed 12-tygodniowa inter-
wencja i po jej zakonczeniu nie stwierdzono istotnych zmian w zadnej z analizowanych
kategorii w PRO ani PLA (tabela 6). W grupie otrzymujgcej probiotyk poziom odczuwanej
petnosci popositkowej, bélu brzucha, bélu menstruacyjnego, zapar¢ oraz biegunek pozo-
stal na zbliZonym poziomie po interwencji (p > 0,05 dla wszystkich parametréw). W PLA
zaobserwowano nieistotne tendencje spadkowe dla wiekszosci objawoéw. Wyniki wskazu-
ja na brak jednoznacznych efektéw interwencji probiotycznej lub placebo w kontekscie
subiektywnie zgtaszanych dolegliwo$ci zotgdkowo-jelitowych.

W zakresie kwestionariuszy dotyczacych samopoczucia psychofizycznego oraz stra-
tegii radzenia sobie ze stresem przeprowadzona analiza nie wykazata istotnych zmian
w zadnej z badanych grup po 12 tygodniach interwencji (tabela 7). W PRO nie odnotowa-
no statystycznie istotnych réznic w progu b6lu mechanicznego, jakosci snu, czasie zasy-
piania (PSQI), poziomie zmeczenia (FAS) ani w stosowanych strategiach radzenia sobie
ze stresem (radzenie sobie aktywne, unikanie, poszukiwanie wsparcia i regulacja emocjo-
nalna). W PLA odnotowano istotne wydtuzenie czasu zasypiania (p = 0,0280), natomiast
pozostate zmienne, w tym prog bolu, subiektywna jako$¢ snu i poziom zmeczenia, nie
ulegty istotnym zmianom. Brak jednoznacznych efektéw moze wynika¢ z duzej zmienno-
$ci indywidualnej oraz relatywnie matej liczby uczestnikdw, co ogranicza moc statystycz-
ng analizy.
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6. DYSKUSJA

6.1. Uklad endokannabinoidowy oraz markery stanu zapalnego
(publikacje 1i 2)

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano istotnego wptywu 12-tygodniowej su-
plementacji probiotykiem zawierajacym Lactobacillus helveticus RO052 i Bifidobacterium
longum R0175 na poziomy receptora CB2 oraz enzymu FAAH w surowicy krwi tancerek,
a takze na stezenie anandamidu (AEA). Uzyskane wyniki wskazujg na brak jednoznacz-
nej modulacji uktadu endokannabinoidowego (ECS) przez zastosowany preparat. W li-
teraturze przedmiotu dostepne sg nieliczne prace kliniczne dotyczace tej problematyki,
cho¢ obserwacje z badan eksperymentalnych sugeruja potencjalny wptyw probiotykéw
na ECS. W jednym z badan na modelu zwierzecym wykazano, Ze suplementacja Lactoba-
cillus acidophilus prowadzi do wzrostu ekspresji receptoréw kannabinoidowych (w tym
CB2) w tkankach jelitowych, co korelowato ze zmniejszeniem odczuwania bélu (Rous-
seaux i in. 2007). W badaniu klinicznym kobiet z przewlektym bélem brzucha odnotowa-
no natomiast spadek ekspresji CB2 po 21-dniowej terapii szczepem Lactobacillus acido-
philus NCFM (Ringel-Kulka iin. 2014). Z kolei w innym badaniu klinicznym suplementacja
prebiotykiem i Lactobacillus rhamnosus spowodowata wzrost ekspresji CB2 u pacjentéw
z chorobg wiencowg (Liu i in. 2023). W modelu eksperymentalnym na psach z dysmotory-
ka jelitowg zaobserwowano réwniez zwiekszong liczbe komérek wykazujacych ekspre-
sje CB2 po suplementacji probiotycznej (Rossi i in. 2020). Z drugiej strony, badania na
myszach z dysbiozg wywotang antybiotykoterapia wykazaty, ze zaburzenia mikrobioty
mogg indukowac¢ wzrost ekspresji receptora CB2 w tkance jelitowej (Aguilera i in. 2015).
Brak istotnych zmian aktywnosci FAAH, enzymu degradujacego anandamid, sugeruje, Ze
w badanym okresie poziomy anandamidu mogty pozostawa¢ wzglednie stabilne. W do-
stepnym piSmiennictwie nie ma jednak innych badan klinicznych analizujacych bezpo-
Sredni wptyw probiotykdéw na poziom FAAH, co podkres$la nowatorskos¢ i oryginalno$¢
uzyskanych wynikéw. W badaniach przedklinicznych zaobserwowano natomiast, Ze far-
makologiczne zahamowanie FAAH skutkowato tagodzeniem objawéw depresyjnych oraz
korzystnymi zmianami w mikrobiocie jelitowej szczuréow poddanych stresowi spotecz-
nemu (Barbetti i in. 2024). Podobnie, eksperymentalne badanie na hodowlach komor-
kowych pokazato, ze sktadniki komérkowe Akkermansia muciniphila moga modulowaé
ekspresje genow ECS, w tym FAAH (Ghaderi i in. 2022). Biorac pod uwage zrdznicowane
wyniki powyzszych badan, brak istotnych zmian wskaznikéw ECS w przeprowadzonym
eksperymencie moze by¢ zwigzany ze specyfikg zastosowanych szczepow bakteryjnych,
relatywnie krétkim czasem interwencji lub charakterystyka badanej grupy, obejmujacej
mtode, zdrowe osoby aktywne fizycznie. W celu glebszego poznania zalezno$ci miedzy
suplementacjg probiotykami a ECS konieczne s3 dalsze badania kliniczne z udziatlem
wiekszych grup uczestnikoéw oraz réznorodnych szczepow probiotycznych.

Pomimo Ze w grupie placebo zaobserwowano wiekszy Sredni wzrost poziomu LPS,
a w grupie probiotycznej Sredni poziom AEA ulegl obniZeniu (podczas gdy w grupie pla-
cebo nieznacznie wzrést), réznice te nie osiggnety istotnosci statystycznej. Tym samym
postawiona we wstepie hipoteza nie zostata potwierdzona. Do tej pory nie opublikowano
badan oceniajgcych wptyw suplementacji probiotycznej na markery ECS u oséb aktywnych
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fizycznie. Istnieje jedna publikacja z randomizowanego, podwdjnie zaslepionego badania
z udziatlem 92 pacjentéw z choroba wienicowa, w ktérym zastosowanie symbiotyku za-
wierajacego inuline i Lactobacillus rhamnosus GG skutkowato obnizeniem poziomu LPS
i markeréw zapalnych, a takze wykazano korelacje miedzy ekspresjg receptora CB2 a ste-
zeniem LPS (Liuiin. 2023). Jednak zar6wno populacja, jak i interwencja znaczaco roznity
sie od zastosowanych w przeprowadzonym badaniu.

Wyniki metaanaliz potwierdzaja przeciwzapalne wtasciwo$ci probiotykéw w réz-
nych populacjach. Na przyktad w 26 randomizowanych badaniach wykazano istotne
obnizenie poziomu LPS oraz poprawe funkcjonowania bariery jelitowej i spadek steze-
nia marker6éw zapalnych, takich jak biatko C-reaktywne (CRP), TNF-a i IL-6 (Zheng i in.
2023). Inna analiza, obejmujaca 11 badan, wykazata spadek poziomu TNF-q, IL-6, [L-12
i [L-4 oraz wzrost IL-10 (Milajerdi i in. 2020). Co istotne, przeglad obejmujacy osoby
aktywne fizycznie wykazat, ze suplementacja probiotykami zwigzana byta z istotnym
obnizeniem stezenia TNF-a, co sugeruje mozliwe znaczenie takich interwencji u spor-
towcow (Lagowska i Bajerska 2021). Niemniej zr6znicowanie zastosowanych szczepow
i interwencji oraz wysoka heterogeniczno$¢ wynikéw utrudniajg ich bezposrednie od-
niesienie do przeprowadzonego w ramach pracy doktorskiej badania. Zblizone wnioski
wynikaja z przegladu systematycznego dotyczacego wptywu probiotykdéw na odpornosé¢,
infekcje gérnych drég oddechowych oraz objawy ze strony uktadu pokarmowego u oséb
aktywnych fizycznie (Heimer i in. 2022). Podkres$lono niejednoznaczno$¢ wynikow oraz
konieczno$¢ dalszych badan nad skutecznos$cig i bezpieczenstwem probiotykéw w tej
populacji.

6.2. Sktad metabolitow jelitowych (publikacja 3)

W niniejszym badaniu po raz pierwszy dokonano oceny niecelowanego metabolomu jelito-
wego u tancerek po 3-miesiecznej suplementacji probiotykiem zawierajacym Lactobacillus
helveticus RO052 i Bifidobacterium longum R0175. Uzyskane wyniki wskazujg, Ze interwen-
cja taka moze prowadzi¢ do modyfikacji profilu metabolitéw jelitowych u profesjonalnych
tancerzy. Dotychczasowe dane z badan z udziatem ludzi na temat metabolomicznych efek-
tow tych konkretnych szczepow probiotycznych sg ograniczone, cho¢ istnieja przestanki
sugerujace ich aktywno$¢ metaboliczng. W badaniu na modelu SHIME® z udziatem do-
rostych z tagodnymi objawami lekowymi wykazano, ze dwutygodniowa suplementa-
cja tymi szczepami zwiekszata poziomy kwasu octowego i ogélnie SCFA, rGwnocze$nie
zwiekszajac liczebnos$¢ Lactobacillus i Olsenella oraz redukujac Lachnospira i Escherichia /
Shigella (De Oliveira i in. 2023).

Jednym z kluczowych metabolitow wyodrebnionych w analizie byt 2-(4-hydroksyfe-
nylo)kwas propionowy (2-HPP), pochodna mikrobiologicznego rozktadu izoflawonoidow,
takich jak genisteina i daidzeina. Zwigzek ten, obecny w osoczu i moczu, identyfikowany
jest jako wskaznik aktywnos$ci metabolicznej mikrobioty w odpowiedzi na obecnos$¢ po-
lifenoli roslinnych (Neveu i in. 2010). Probiotyki mogg modulowa¢ aktywnos$¢ enzymow,
m.in. 3-glukuronidazy, ktére odpowiadaja za dekoniugacje izoflawonéw i ich dalszy me-
tabolizm (Hu i in. 2023). Taka aktywno$¢ sprzyja zwiekszonej produkcji 2-HPP (Murota
i in. 2018), ktéry wraz z dihydrogenisteing powstaje w wyniku mikrobiologicznego roz-
szczepienia pierscieni izoflawonoidowych (Hou 2022). Zaréwno genisteina, jak i 2-HPP
moga wptywac na metabolizm adipocytow, potencjalnie hamujac sekrecje leptyny, przy
czym 2-HPP wykazuje stabsze dziatanie (Niwa i in. 2013). Zwigzek ten tgczono réwniez
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z poprawg metabolizmu lipidéw, w tym hamowaniem ich akumulacji oraz wspieraniem
procesow przetwarzania (Guo i in. 2023). Obserwacje te poczyniono na modelach zwie-
rzecych. Istotnym uczestnikiem tych przemian jest Eubacterium ramulus - bakteria bez-
tlenowa powszechnie zasiedlajgca przewdéd pokarmowy cztowieka, ktéra metabolizuje
flawonoidy do 2-HPP i O-desmetylangolenzyny (Katani¢ Stankovic i in. 2023). Jej zdolno-
Sci do rozktadu flawonoidéw potwierdzono zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo,
np. u szczuréw karmionych kwercetyng (Blaut i in. 2003). Deglikozylacja flawonoidow
przez mikrobiote zwieksza stezenie ich aglikonéw (np. kwercetyny, kemferolu), a tym
samym ich biodostepnos$¢ i aktywnos¢ biologiczng. Wzrost stezenia takich metabolitow
jak 2-HPP moze $wiadczy¢ o katabolizmie fenoli przez bakterie jelitowe (Landete 2022).
Ponadto 2-HPP moze wspiera¢ wzrost liczebnoSci Bifidobacterium, co zaobserwowano
u szczurow po dlugoterminowej suplementacji zwigzkami fenolowymi (Chacar i in.
2018). Obnizony poziom 2-HPP po interwencji probiotycznej moze odzwierciedla¢ jego
wieksze wchianianie lub dalszy mikrobiologiczny rozktad do wtérnych metabolitow. Wy-
niki te wspierajg hipoteze, ze probiotyki wywierajg istotny wptyw na metabolom jelitowy,
zwlaszcza w zakresie przemian antyoksydantéw roslinnych. Dotychczas nie prowadzo-
no badan nad znaczeniem 2-HPP dla zdrowia lub wydolnoSci fizycznej sportowcéw, cho¢
wiadomo, Ze metabolity polifenoli ogélnie wspieraja wytrzymatos¢ tlenowg i oksydacje
ttuszczéw podczas wysitku (Cao i in. 2024).

Wysoka warto$¢ wskaznika zmiany wzglednej (FC) w zakresie wybranych wykrytych
metabolitow, siegajaca niekiedy kilku rzedéw wielkos$ci, sugeruje silng odpowiedz bio-
logiczng na suplementacje probiotyczna. Szczegélnie istotne byto wyrazne zwiekszenie
poziomu kwasu hipurowego w grupie probiotycznej po interwencji. Kwas hipurowy to
znany produkt wspodlnego metabolizmu gospodarza i mikrobioty, powstajacy w wyniku
bakteryjnego rozktadu polifenoli i aromatycznych aminokwasoéw, takich jak fenyloalani-
na. Jego podwyzszone stezenie zwykle koreluje z wieksza aktywnos$cig mikrobiologiczna,
dieta bogata w polifenole i wiekszg réznorodnoscig mikrobioty jelitowej (Pallister i in.
2017; Ticinesi i in. 2023). Wyniki przeprowadzonego badania sugerujg, zZe interwencja
mogta nasili¢ mikrobiologiczne szlaki prowadzace do produkcji kwasu hipurowego, praw-
dopodobnie poprzez zwiekszong biotransformacje zwigzkéw fenolowych i aminokwaséw
aromatycznych. W grupie probiotycznej odnotowano réwniez wzrost stezen naryngeniny
i genisteiny, co moze $wiadczy¢ o nasilonym uwalnianiu tych zwigzkéw przez mikroor-
ganizmy lub poprawie ich biodostepnosci. Cho¢ wptyw probiotyku jest tutaj mozliwy, nie
mozna wykluczy¢, Ze zmiany te wynikajg réwniez z niekontrolowanego spozycia okreslo-
nych sktadnikéw diety mimo zalecen utrzymania niezmiennych nawykow zywieniowych
przez caly okres badania.

Uzyskane wyniki wskazuja rowniez na mozliwo$¢ wptywu interwencji na metabolizm
kwaséw zotciowych. Obserwowany obnizony poziom niektérych pochodnych, takich jak
kwas hiocholowy, moze by¢ wynikiem aktywnoS$ci enzymatycznej bakterii probiotycz-
nych, zwtaszcza hydrolaz soli z6tciowych (BSH), ktére rozktadajg sprzezone kwasy z6t-
ciowe, uwalniajgc wolne kwasy, tauryne i glicyne (Ahmadi i in. 2020; Sivamaruthi i in.
2020). Kwasy z6tciowe, takie jak HCA, oddziatuja z receptorami gospodarza (FXR, TGR5),
regulujac stan zapalny i integralnos$¢ bariery jelitowej (Yang i in. 2021). Spadek poziomu
tryptofanu i fenyloalaniny po probiotykoterapii moze wynikac z nasilonego katabolizmu
tych aminokwasow przez mikrobiote. W literaturze potwierdzono, Ze probiotyki moga
wptywac na szlaki metaboliczne tryptofanu (np. przez szlak kynureninowy) i fenyloala-
niny, co moze prowadzi¢ do ich wiekszego zuzycia i obnizenia dostepnosSci systemowej
(de Oliveira Filho i in. 2022; Strasser i in. 2016).
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6.3. Dolegliwosci jelitowe, bol, zmeczenie, sen i radzenie sobie
ze stresem (publikacje 1-3)

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w za-
kresie objawow zotadkowo-jelitowych, takich jak béle brzucha czy wzdecia, ocenianych
zgodnie z kryteriami ROME 1V, po 12 tygodniach suplementacji probiotykiem. Brak popra-
wy moze wynika¢ z niskiego nasilenia objaw6w juz na poczatku interwencji, zwtaszcza
w poroéwnaniu z populacjg o wyzszym ryzyku, jak biegacze dtugodystansowi czy pacjenci
z IBD. W obu grupach odnotowano jednak spadek czesto$ci zapar¢, co moze sugerowac
nie tylko efekt placebo, lecz rowniez wptyw zwiekszonej samoobserwacji i stosowania
sie do zalecen behawioralnych zwigzanych z udziatem w badaniu, takich jak odpowiednie
nawodnienie i regularno$¢ positkow (Chhabra i Szabo 2024). Cho¢ skutecznos$¢ probio-
tykéw w tagodzeniu bélu brzucha u dzieci z zespotem jelita nadwrazliwego (IBS) zostata
potwierdzona w kilku metaanalizach, to wyniki dotyczace os6b dorostych sg mniej jed-
noznaczne (Didari i in. 2015; Fatahi i in. 2022; Wallace i in. 2023) ze wzgledu na duza
heterogenicznos$¢ metodologiczng oraz szczepozaleznos$¢ efektow (Konstantis i in. 2023).

Woczes$niejsze badania nad wptywem probiotykéw na progi bélu mechanicznego byty
prowadzone wytacznie na modelach zwierzecych. Wykazano w nich, ze zaréwno myszy
z otytoscig indukowang dietg (DIO), jak i ich szczupte odpowiedniki wykazywaty istotnie
mniejszg wrazliwo$¢ na bodZce mechaniczne po suplementacji szczepem Lactobacillus
rhamnosus PBO1 (Alipouriin. 2021; Dardmeh i in. 2016).

W metaanalizie z 2023 r., obejmujacej 18 prac, oceniono dwukierunkowe relacje mie-
dzy mikrobiotg jelitowg a rytmami okotodobowymi, ze szczegdlnym uwzglednieniem
wptywu interwencji probiotycznych i prebiotycznych na jakos¢ i dtugo$¢ snu. Wyniki nie
wykazaty istotnej poprawy ani w jakosci snu, ani w jego dtugosci po zastosowaniu mo-
dulacji mikrobioty (Gil-Hernandez i in. 2023). W innym badaniu klinicznym, z 2024 r,,
mimo ze wskazniki PSQI dotyczace jakoSci snu nie ulegty istotnej zmianie po 9 tygodniach
suplementacji probiotykiem wieloszczepowym, to czas potrzebny na zasniecie skrocit sie
w porownaniu z grupg placebo. Randomizowane, podwojnie zasSlepione badanie objeto
70 zdrowych oso6b (Kerksickiin. 2024). Z kolei w czterotygodniowym badaniu klinicznym
z udziatem 40 uczestnikow cierpigcych na bezsennos$¢ indukowang stresem suplemen-
tacja Bifidobacterium breve CCFM1025 doprowadzita do istotnej poprawy sumaryczne-
go wyniku PSQI, podczas gdy grupa placebo odnotowata jedynie nieznaczny spadek (Lan
i in. 2023). Natomiast w randomizowanym, podwojnie zaslepionym badaniu klinicznym
z udziatem 53 kobiet z zespotem fibromialgii (FMS) poréwnano efekty suplementacji pro-
biotykiem (4 x 10'° jednostek tworzacych kolonie dziennie, 18 uczestniczek) oraz prebio-
tykiem (10 g inuliny dziennie, 17 uczestniczek) przez 8 tygodni. W grupie probiotycznej
odnotowano istotne zmniejszenie nasilenia objawéw depresji i leku (Beck), poprawe ja-
kosci snu (PSQI) oraz zmniejszenie bélu (VAS) (Aslan Cin i in. 2024).

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano réwniez zmian w strategiach ra-
dzenia sobie ze stresem (Mini-COPE) w zadnej z grup. Przewlekty stres prowadzi do za-
burzen mikrobioty jelitowej, dysbiozy oraz uszkodzenia bariery jelitowej, co moze nasi-
la¢ odpowiedz stresowa poprzez mechanizmy zapalne i neuroimmunologiczne (Johnson
i in. 2023). W niniejszym badaniu poziom stresu u uczestniczek byt jednak najprawdo-
podobniej nizszy niz u zawodowych sportowcoéw wytrzymatosciowych lub u 0séb z roz-
poznanymi zaburzeniami nastroju badZ chorobami przewlektymi, co mogto ograniczy¢
nasilenie obserwowanych efektéw. W jednym badaniu randomizowanym (aczacym
dane z eksperymentu na zwierzetach i ludzi) wykazano, ze wybrane probiotyki tagodzity
zachowania lekowe u szczuréw oraz poprawiaty stan psychiczny i strategie radzenia
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sobie u ludzi (Messaoudi i in. 2011). Kolejne badanie z udziatem pacjentéw z depresja
wykazato spadek objawow depresji oraz zmiany w metabolizmie tryptofanu, sugerujac
mozliwg modulacje neuroimmunologiczng wybranych szczepéw (Kazemi i in. 2019).
W badaniu z udziatem oséb z obniZzonym nastrojem nie stwierdzono istotnych zmian ani
w parametrach psychologicznych, ani w markerach zapalnych po zastosowaniu interwen-
cji probiotycznej (Romijn i in. 2017).
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7 . OGRANICZENIA BADAN I ICH ZNACZENIE

Najwazniejszym ograniczeniem przeprowadzonego badania byta niewielka liczba uczest-
niczek (n = 16), wynikajgca z trudnosci rekrutacyjnych oraz restrykcyjnych kryteriéw
wilaczenia. Niewielka préba istotnie ogranicza moc statystyczng badania, zwieksza ryzyko
nierozpoznania istniejgcego efektu oraz utrudnia generalizacje wynikéw na szersza po-
pulacje. Ze wzgledu na losowy przydziat i rezygnacje cze$ci uczestniczek grupy badawcze
byty nieréwnoliczne (5 os6b w grupie probiotycznej vs 11 w grupie placebo). Nieréwna
liczebno$¢ mogta wptyna¢ na wyniki analiz statystycznych i ich interpretacje, zwtaszcza
w przypadku zmiennych o duzej wariancji wewnatrzgrupowej.

W badaniach skupiono sie na niecelowanej analizie metabolitéw katowych, pomija-
jac bezposrednia analize sktadu mikrobioty jelitowej (np. przy uzyciu sekwencjonowania
16S rRNA). Chociaz zmiany metabolomiczne moga sugerowa¢ modyfikacje mikrobioty,
brak bezposrednich danych o taksonomii bakterii ogranicza mozliwo$¢ petnej interpreta-
cji mechanizmoéw dziatania probiotyku.

Chociaz grupy zostaty dobrane tak, aby zachowac jak najwieksza jednorodnos$¢ w za-
kresie cech antropometrycznych, zywieniowych i aktywnosci fizycznej, nie mozna wy-
kluczy¢, ze czes¢ obserwowanych réznic koncowych (np. w poziomach metabolitéw)
wynikata z niekontrolowanych zmiennych poczatkowych. Badanie zakoniczono po 12 ty-
godniach suplementacji bez oceny utrzymywania sie efektéw po zakonczeniu interwencji
(follow-up). Nie wiadomo wiec, czy ewentualne zmiany (np. w metabolomie czy jakosci
snu) miaty charakter przejSciowy, czy trwaty.

Mimo powyzszych ograniczen uzyskane wyniki badan mogg stanowi¢ punkt wyjscia
dla przysztych badan z udziatem wiekszych grup, zréznicowanych populacji i rozszerzo-
nych metodologii (w tym analizy ,omiczne” i dtugoterminowe obserwacje). Wskazane jest
takze zastosowanie zr6znicowanych dawek probiotykéw czy zastosowanie synbiotykow,
a takze analiza powigzan metabolitéw w kale z profilem w surowicy, co pozwoli petniej
zrozumie¢ mechanizmy dziatania osi jelito-mozg.
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8. WNIOSKI

W niniejszym badaniu nie wykazano istotnych efektéw 12-tygodniowej suplementacji pro-
biotykiem zawierajacym szczepy Lactobacillus helveticus R0052 i Bifidobacterium longum
R0175 na stezenia markeréw uktadu endokannabinoidowego (AEA, CB2, FAAH), poziom
LPS ani profil cytokin pro- i przeciwzapalnych (TNF-q, IL-1(, IL-10) u tancerek. Nie od-
notowano rowniez istotnych zmian w zakresie objawow gastroenterologicznych ocenia-
nych wedtug kryteri6w ROME IV (boéle brzucha, wzdecia, rytm wyproéznien), jakosci snu
(PSQI), poziomu zmeczenia (FAS) ani strategii radzenia sobie ze stresem (Mini-COPE).
Zidentyfikowano jednak istotng korelacje pomiedzy poziomami LPS i AEA, co potwierdza
potencjalny zwigzek miedzy aktywacja uktadu endokannabinoidowego a endotoksemia
w warunkach obcigzenia fizycznego i psychicznego. Zaobserwowano takze trend wzro-
stowy stezenia LPS w grupie placebo oraz tendencje do poprawy jakoSci snu w grupie
probiotycznej, co moze sugerowac subtelny efekt neuromodulacyjny, cho¢ obserwacje te
nie osiggnety istotnosci statystyczne;j.

Analiza metabolomiczna wykazata zmiany w profilu metabolitéw katowych w odpo-
wiedzi na interwencje, w tym obniZenie poziomu 2-(4-hydroksyfenylo)kwasu propio-
nowego. Zjawisko to mogto jednak wynika¢ z réznic poczatkowych pomiedzy grupami
oraz braku rownolegtych oznaczen w surowicy i danych mikrobiologicznych, co ogranicza
jednoznaczng interpretacje tych wynikéw. Ponadto wysoki wskaznik fatszywych odkry¢
(FDR) sugeruje mozliwo$¢ wystgpienia btedu typu I.

Praktyczne implikacje

Suplementacja byta bezpieczna i dobrze tolerowana - nie odnotowano zadnych dziatan
niepozadanych. Mimo braku jednoznacznych efektéw w zakresie badanych wskaznikéw
biochemicznych i psychofizycznych uzyskane wyniki wskazuja na mozliwo$¢ subtelnego
wptywu probiotyku na wybrane aspekty funkcjonowania organizmu, zwtaszcza w swietle
przytoczonej literatury. Obserwowane trendy wymagaja jednak potwierdzenia w bada-
niach obejmujacych wieksze i bardziej zr6znicowane populacje, z rozszerzonym panelem
analitycznym (m.in. réwnolegte oznaczenia metabolitéw w kale i osoczu) oraz z uwzgled-
nieniem indywidualnych profili mikrobioty i uwarunkowan biologicznych, ktére moga
modulowa¢ odpowiedZ na suplementacje.
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PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-ZAWODOWE]

Publikacje naukowe (spoza cyklu)

Wiacek J., Karolkiewicz ]. (2023) Different Approaches to Ergogenic, Pre-, and Probiotic
Supplementation in Sports with Different Metabolism Characteristics: A Mini Review.
Nutrients, 15 (6), 1541. https://doi.org/10.3390/nu15061541

punktacja MEiN: 140; Impact Factor 5,9

Wiacek ., Szurkowska J., KrysSciak J., Galecka M., Karolkiewicz J. (2023). No changes in the
abundance of selected fecal bacteria during increased carbohydrates consumption period
associated with the racing season in amateur road cyclists. Peer], 11, e14594. https://doi.
org/10.7717 /peerj.14594

punktacja MEiN: 100; Impact Factor: 2,7

Szurkowska J., Wigcek J., Laparidis K., Karolkiewicz ]. A Comparative Study of Selected
Gut Bacteria Abundance and Fecal pH in Bodybuilders Eating High-Protein Diet and More
Sedentary Controls. Nutrients. 2021 Nov 16; 13 (11): 4093. https://doi.org/10.3390/
nul3114093

punktacja MEiN: 140; Impact Factor: 6,706

Bibliometryczne podsumowanie osiagnie¢

Indeks Hirscha: 4

Liczba cytowan: 28 (25 bez autocytowania)
Sumaryczny Impact Factor: 29,306
Sumaryczna punktacja MNiSW/MEiIN: 700

Udzial w projektach badawczych

Ocena efektywnosci terapii hiperbarycznej (2021-2023) - pobieranie prébek, analiza wy-
nikéw, redakcja manuskryptu (wspétpraca: Zaktad Lekkiej Atletyki i Przygotowania Mo-
torycznego AWF Poznan).

Recenzje manuskryptéw w czasopismach

Microbiome (IF 12,7), Journal of the International Society of Sports Nutrition (IF 4,5),
Probiotics and Antimicrobial Proteins (IF 4,4), International Journal of Sports Physiology
and Performance (IF 4,3), Scientific Reports (IF 3,9), BMC Sports Science, Medicine and
Rehabilitation (IF 2,8), Antonie van Leeuwenhoek International Journal of General and
Molecular Microbiology (IF 1,8), dwukrotnie: Discover Food (IF 3,7), dwukrotnie: TRENDS
in Sport Science (czasopismo AWF Poznan).
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Dodatkowa dzialalnos¢

Edytor pomocniczy w Journal of Cannabis Research (BMC, Springer/Nature - IF 4,3).
Popularyzator nauki: wystgpienia w telewizji (TVP3 Poznan), radiu (Radio Kierow-
cow), internecie (webinar Nauka z kulturq (fizyczng) na Zywo na kanale wideo AWF
Poznan www.youtube.com/@AWFPoznan); autor popularnonaukowego e-booka Wega-
nin wiedzie¢ winien. Kompendium wiedzy roslinozercy (wyd. Jakub Wigcek Neurosport
2022), poradnika dotyczacego zagrozen wynikajacych z diety weganskiej, napisanego
na podstawie 140 publikacji naukowych.

Whnioskodawca: Rozw6j Mtodych Pracownikéw Nauki AWF Poznan - $rodki przyznane
w konkursach w 2022 r.i1 2023 r.; Narodowe Centrum Nauki - PRELUDIUM 20, 21, 22,
23 - brak przyznanych Srodkow.

Wiceprzewodniczacy samorzadu doktorantéw AWF Poznan w latach 2022-2024.
Stypendysta programu ERASMUS+ dla pracownikéw na Uniwersytecie Tesalii w Grecji
(24-27.11.2025; prowadzenie zaje¢ dydaktycznych - 8 godzin).
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ZALACZNIK 1. 0SWIADCZENIA

Poznan, 26.08.2025r.
miejscowosc, data

Jakub Wigcek
imie i nazwisko kandydatki/kandydata

Oswiadczenie autora o oryginalnosci rozprawy doktorskiej,

samodzielnosci jej przygotowania i nienaruszeniu praw autorskich

la, nizej podpisany oswiadczam, ze:

a) rozprawa doktorska pt. Ocena neuro- i immunomeodulujgcego dziatania wybranych bakterii

probiotycznych poprzez pomiar wskainikow aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu

metabolitow mikrobioty jelitowej, profilu cytokin oraz objawow zmeczenia u tancerzy

jest wynikiem mojej dziatalnosci twérczej i powstata bez niedozwolonego udziatu oséb trzecich;

b) wszystkie wykorzystane przeze mnie materiaty Zrodiowe i opracowania zostaty w niej wymienione,
a napisana przez mnie praca nie narusza praw autorskich osob trzecich;

c) zalgczona wersja elektroniczna pracy jest tozsama z wydrukiem rozprawy;

d) praca nie byla wczesniej podstawa nadania stopnia innej osobie.

Mam swiadomos¢, e zlozenie nieprawdziwego oswiadczenia skutkowac bedzie
niedopuszczeniem do dalszych czynnosci postepowania w sprawie nadania stopnia doktora lub
cofnieciem decyzji o nadaniu mi stopnia doktora oraz wszczeciem postepowania

dyscyplinarnego/karnego.

podpis kandydata
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Poznan, 26.08.2025
miejscowosc, data

Jakub Wigcek
imie i nazwisko kandydatki/kandydata

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania Panu Jakubowi Wigcek
stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze

fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie kandydatki/kandydata

Oswiadczam, ze moj wkiad w powstanie przediozonej rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujgcego dziatania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikow
aktywacji ukladu endokannabinocidowego, poziomu metabolitow mikrobioty jelitowej, profilu

cytokin oraz objawow zmeczenia u tancerzy

polegal na*:

Publikacja 1 — koncepcja badan, opracowanie metodologii, analizy formalne i statystyczne, badania
eksperymentalne, opracowanie i kuracja danych, przygotowanie oryginalnej wersji manuskryptu,
recenzja i redakcja, wizualizacja wynikow, walidacja danych.

Publikacja 2 - koncepcja badan, opracowanie metodologii, przeprowadzenie badan, opracowanie
danych, przygotowanie oryginalnej wersji manuskryptu, recenzja i redakcja, wizualizacja wynikow,
analiza formalna, pozyskanie zasobow.

Publikacja 3 — koncepcja badan, opracowanie metodologii, przeprowadzenie badan, analiza

formalna, opracowanie danych, przygotowanie oryginalnej wersji manuskryptu, recenzja i
redakcja, wizualizacja wynikow, administrowanie projektem, pozyskiwanie funduszy.

podpis kandydatki/kandydata
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Qaad (A0 1S.

miejscowos¢, data

prof. AWF dr hab. Joanna Karolkiewicz
imie i nazwisko wspétautorki/wspotautora

Akademia Wychowania Fizycznego im. E. Piaseckiego w Poznaniu
Zaktad Zywnosci | Zywienia
miejsce zatrudnienia (uczelnia, jednostka)

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wigcek
stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze

fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

O$wiadczenie wspétautorki/wspétautora

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujacego dziatania wybranych bakierii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikow
aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitéw mikrobioty jelitowej, profilu cytokin

oraz objawéw zmeczenia u tancerzy

polegat na*:
- Publikacja 1:
Koncepcja badania, metodologia, walidacja, analiza statystyczna, opracowanie danych,

przygotowanie oryginalnej wersji manuskryptu, nadzér naukowy, zarzadzanie projektem.

- Publikacja 2:
Koncepcja badania, metodologia, walidacja, prowadzenie badan, zapewnienie zasobéw,

przygotowanie oryginalnej wersji manuskryptu, korekta i redakcja, nadzér naukowy.

- Publikacja 3:
Koncepcja badania, metodologia, prowadzenie badan, walidacja, analiza statystyczna, zapewnienie

zasoboéw, nadzor naukowy, przygotowanie oryginalnej wersji manuskryptu, korekta i redakcja.

................

podpis wspétautorki/wspétautora
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miejscowos¢, data

dr Igor toniewski
imig i nazwisko wspdétautorki/wspdétautora

Sanprobi Sp. z 0.0. Sp.K.
miejsce zatrudnienia (uczelnia, jednostka)

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wigcek
stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze

fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie wspoétautorki/wspétautora

Oswiadczam, e mdj wktad w powstanie rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujgcego dziatania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikéw
aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitéw mikrobioty jelitowej, profilu cytokin

oraz objawdéw zmeczenia u tancerzy

polegat na:
- Publikacja 1:

Udziat w opracowaniu metodologii, prowadzeniu badar i analizie statystycznej.

- Publikacja 2:
Wspdtudziat w opracowaniu metodologii, wykonanie analiz statystycznych i przygotowanie

oprogramowania; udziat w walidacji danych oraz wspétzarzadzaniu projektem.

- Publikacja 3:

Udziat w opracowaniu metodologii, administrowaniu projektem, przygotowaniu oprogramowania i
nadzorze naukowym.

O \A%ucs(/&b

podpis wspdtautorki/wspdtautora
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b. Karolina Skonieczna-Zydecka

isko wspotautorki/wspoétautor

Bilochemicznvch

udnienia (uczelnia, jednostka)

postepowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wiacek

dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturz

Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu

Dswiadczenie wspotautorki/v 'q-xq‘;Fmié)'i

Ze moj wkiad DO e rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro-
modulujac dziatania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikow

kiadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitow mikrobioty jelitowej, profilu cytokin
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miejscowos¢, data

prof. AWF dr hab. Krzysztof Kusy
imie i nazwisko wspétautorki/wspétautora

Akademia Wychowania Fizycznego im. E. Piaseckiego w Poznaniu
Zaktad Lekkiej Atletyki i Przygotowania Motorycznego
miejsce zatrudnienia (uczelnia, jednostka)

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wigcek
stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze

fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie wspétautorki/wspétautora

Oswiadczam, ze méj wktad w powstanie rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujacego dziatania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikow
aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitéw mikrobioty jelitowej, profilu cytokin

oraz objawéw zmeczenia u tancerzy

polegat na*:
- publikacja 1 -

metodologia (weryfikacja poprawnosci metod),
e prowadzenie badan (udziat w realizacji eksperymentdw i zbieraniu danych),
e zapewnienie zasobow (obstuga sprzetu, dostep do materiatéw),

e opracowanie danych (przygotowanie danych do analizy).

podpis wspoéta
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’Pvzuca’, 22.3.2atf

................................

miejscowosc, data

dr Tomasz Podgdrski
imie i nazwisko wspétautorki/wspdtautora

Akademia Wychowania Fizycznego im. E. Piaseckiego w Poznaniu
Zakiad Biochemii
miejsce zatrudnienia (uczelnia, jednostka)

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wigcek
stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze

fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie wspétautorki/wspétautora

Oswiadczam, ze méj wkiad w powstanie rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujgcego dzialania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikéw
aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitéw mikrobioty jelitowej, profilu cytokin

oraz objawdw zmeczenia u tancerzy

polegat na*:

- publikacja 1 -
e walidacja (weryfikacja poprawnosci metod i wynikéw),
e prowadzenie badari (udziat w realizacji eksperymentéw i zbieraniu danych),
* zapewnienie zasobdw (obstuga sprzetu, dostep do materiatéw),

e opracowanie danych (przygotowanie danych do analizy).

podpis wspétautorki/wspétautora
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Trikala, Greece, 25.07.25
miejscowos¢, dat.a
[city, date]

dr Chariklia K. Deli
imie i nazwisko wspotautorki/wspdtautora
[Name of co-author]

University of Thessaly, Department of Physical Education and Sport Science
miejsce zatrudnienia (uczelnia, jednostka)
[place of employment - institution, department]

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wigcek

stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze
fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

[Subject: Proceedings concerning the awarding of the doctoral degree to Mr. Jakub Wiacek

in the field of medical and health sciences, in the discipline of physical culture sciences,

at the Poznan University of Physical Education.]

Oswiadczenie wspotautorki/wspotautora
[Statement of the Co-author]
Oswiadczam, ze méj wkitad w powstanie rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujgcego dziatania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikéw
aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitéw mikrobioty jelitowej, profilu cytokin
oraz objawdéw zmeczenia u tancerzy polegat na:
- Publikacja 2:

Opracowanie metodologii, przygotowanie oprogramowania oraz krytyczna rewizja i redakcja
manuskryptu.

[I hereby declare that my contribution to the doctoral dissertation entitled: Assessment of the
neuro- and immunomodulatory effects of selected probiotic bacteria through the measurement of
endocannabinoid system activation markers, gut microbiota metabolites, cytokine profiles, and
fatigue symptoms in dancers consisted of:

— Publication 2:

Methodology, development of software tools, and critical revision of the manuscript.]

podpis wspdtautorki/wspdtautora
[Signature of the co-author]
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miejscowosc, data
[city, date]

prof. loannis G. Fatouros
imie i nazwisko wspotautorki/wspotautora
[Name of co-author]

University of Thessaly, Department of Physical Education and Sport Science
miejsce zatrudnienia (uczelnia, jednostka)
[place of employment - institution, department]

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wigcek

stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze
fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

[Subject: Proceedings concerning the awarding of the doctoral degree to Mr. Jakub Wigcek

in the field of medical and health sciences, in the discipline of physical culture sciences,

at the Poznan University of Physical Education.]

Oswiadczenie wspoétautorki/wspétautora
[Statement of the Co-author]
Oswiadczam, ze mdj wktad w powstanie rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujgcego dziatania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikéw
aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitéw mikrobioty jelitowej, profilu cytokin
oraz objawow zmeczenia u tancerzy polegat na:
- Publikacja 2:

Metodologia, analiza statystyczna, nadzér merytoryczny.

[I hereby declare that my contribution to the doctoral dissertation entitled: Assessment of the
neuro- and immunomodulatory effects of selected probiotic bacteria through the measurement of
endocannabinoid system activation markers, gut microbiota metabolites, cytokine profiles, and
fatigue symptoms in dancers consisted of:

— Publication 2:

Methodology, scientific supervision.]

podpis wspotautorki/wspotautora
[Signature of the co-author]
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miejscowosé, data
[city, date]

prof. Athanasios Z. Jamurtas
imie i nazwisko wspotautorki/wspdtautora
[Name of co-author]

University of Thessaly, Department of Physical Education and Sport Science
miejsce zatrudnienia (uczelnia, jednostka)
[place of employment - institution, department]

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wigcek

stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze
fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

[Subject: Proceedings concerning the awarding of the doctoral degree to Mr. Jakub Wigcek

in the field of medical and health sciences, in the discipline of physical culture sciences,

at the Poznan University of Physical Education.]

Oswiadczenie wspotautorki/wspétautora
[Statement of the Co-author]
Oswiadczam, ze mdj wktad w powstanie rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujgcego dziatania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikéw
aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitéw mikrobioty jelitowej, profilu cytokin
oraz objawdéw zmeczenia u tancerzy polegat na:
- Publikacja 2:

Koncepcja badania, walidacja wynikéw, wizualizacja danych.

[I hereby declare that my contribution to the doctoral dissertation entitled: Assessment of the
neuro- and immunomodulatory effects of selected probiotic bacteria through the measurement of
endocannabinoid system activation markers, gut microbiota metabolites, cytokine profiles, and
fatigue symptoms in dancers consisted of:

— Publication 2:

Conceptualization of the study, validation of the results, and data visualization.]

podpis wspdtautorki/wspodtautora
[Signature of the co-author]
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miejscowosé, data

Dominika Moszczyriska
imie i nazwisko wspétautorki/wspétautora

Akademia Wychowania Fizycznego im. E. Piaseckiego w Poznaniu
Zaktad Zywnosci i Zywienia
miejsce zatrudnienia (uczelnia, jednostka)

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wigcek
stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze

fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie wspétautorki/wspétautora

Oséwiadczam, ze méj wkiad w powstanie rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujacego dziatania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikéw
aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitéw mikrobioty jelitowej, profilu cytokin

oraz objawow zmeczenia u tancerzy

polegat na*:

- publikacja 2: Analiza statystyczna, prowadzenie badan, korekta i redakcja manuskryptu.
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podpis wspétautorki/wspot
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dr Daniel Styburski
imig i nazwisko wspétautorki/wspdtautora

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
Zaktad Badan Biochemicznych
miejsce zatrudnienia (uczelnia, jednostka)

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wigcek
stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze

fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie wspétautorki/wspétautora

Oswiadczam, ze méj wkiad w powstanie rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujgcego dziatania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikéw
aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitéw mikrobioty jelitowej, profilu cytokin

oraz objawdéw zmeczenia u tancerzy
polegat na:

- Publikacja 3:

Opracowanie koncepcji badania, metodologii, oprogramowania, nadzér merytoryczny oraz walidacja.

podpis wspofautorki/wspdétautora
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dr hab. Mariusz Kaczmarczyk
imie i nazwisko wspdétautorki/wspétautora

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
Zakiad Badan Biochemicznych
miejsce zatrudnienia (uczelnia, jednostka)

Dotyczy: postgpowania w sprawie nadania Pani/Panu Jakubowi Wigcek
stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk o kulturze

fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie wspétautorki/wspétautora

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie rozprawy doktorskiej pt. Ocena neuro- i
immunomodulujgcego dziatania wybranych bakterii probiotycznych poprzez pomiar wskaznikéw
aktywacji uktadu endokannabinoidowego, poziomu metabolitéw mikrobioty jelitowej, profilu cytokin

oraz objawow zmeczenia u tancerzy
polegat na:

- Publikacja 3:

Planowanie badania {konceptualizacja), opracowanie metodologii, walidacja danych oraz nadzér
merytoryczny nad przebiegiem projektu.
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Abstract: Emerging research links the endocannabinoid system to gut microbiota, influencing no-
ciception, mood, and immunity, yet the molecular interactions remain unclear. This study focused
on the effects of probiotics on ECS markers—cannabinoid receptor type 2 (CB2) and fatty acid
amide hydrolase (FAAH)—in dancers, a group selected due to their high exposure to physical and
psychological stress. In a double-blind, placebo-controlled trial (ClinicalTrials.gov NCT05567653),
15 dancers were assigned to receive either a 12-week regimen of Lactobacillus helveticus Rosell-52 and
Bifidobacterium longum Rosell-17 or a placebo (PLA: 1 = 10, PRO: n = 5). There were no significant
changes in CB2 (probiotic: 0.55 to 0.29 ng/mL; placebo: 0.86 to 0.72 ng/mL) or FAAH levels (probiotic:
5.93 to 6.02 ng/mL; placebo: 6.46 to 6.94 ng/mL; p > 0.05). A trend toward improved sleep quality
was observed in the probiotic group, while the placebo group showed a decline (PRO: from 1.4 to 1.0;
PLA: from 0.8 to 1.2; p = 0.07841). No other differences were noted in assessed outcomes (pain and
fatigue). Probiotic supplementation showed no significant impact on CB2 or FAAH levels, pain, or
fatigue but suggested potential benefits for sleep quality, suggesting an area for further research.

Keywords: gut microbiome; probiotics; sports nutrition; supplementation; endocannabinoid system

1. Introduction

The endocannabinoid system (ECS) plays a critical role in modulating physiological
processes such as nociception, mood, and immune responses. The ECS exerts its effects
primarily through its bioactive lipids, anandamide (AEA; N-arachidonoylethanolamine)
and 2-arachidonoylglycerol (2-AG), which interact with cannabinoid receptors 1 (CB1)
and 2 (CB2). CB1 receptors are predominantly expressed in the nervous system, where
they influence pain perception, mood, and appetite. Conversely, CB2 receptors are more
commonly found on immune cells [1].

Unlike classical neurotransmitters, endocannabinoids such as anandamide are not
stored in vesicles but are synthesized on demand. This synthesis is triggered by cellular
demand and occurs in response to increases in intracellular calcium levels, which activate
the biosynthetic enzymes [2]. Another distinctive feature of cannabinoids is their ability to
mediate retrograde signaling. This process involves cannabinoids being produced post-
synaptically and then traveling back across the synapse to bind to cannabinoid receptors on
pre-synaptic neurons. This mechanism allows them to modulate neurotransmitter release,
effectively regulating synaptic transmission in a feedback loop [3].

Int. ]. Mol. Sci. 2024, 25, 5611. https://doi.org/10.3390/ijms25115611
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In addition to well-known endocannabinoids like anandamide (AEA) and
2-arachidonoylglycerol (2-AG), other lipid-based molecules such as palmityloylethanolamide
(PEA) and palmitoylglycerol (PAG) also function as endocannabinoid-like substances. These
compounds, structurally similar to classic endocannabinoids, do not bind directly to cannabinoid
receptors. Instead, PEA enhances AEA activity through an “entourage effect,” offering anti-
inflammatory and analgesic effects by inhibiting AEA breakdown and affecting non-cannabinoid
pathways like peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR-) [4]. Additionally, these
substances can interact with receptors such as the Transient Receptor Potential Vanilloid type-1
(TRPV1), a non-selective cation channel involved in pain and inflammation, which demonstrates
the endocannabinoid system’s complex interactions with broader signaling networks [5].

Following its synthesis, the main endocannabinoid, anandamide, is primarily broken
down by fatty acid amide hydrolase (FAAH), an enzyme that hydrolyzes anandamide
into arachidonic acid and ethanolamine, thus regulating its availability and activity at
cannabinoid receptors [6]. There has been substantial progress in understanding the
biochemical and pharmacological characteristics of FAAH, including its structure and the
interaction with inhibitors that could potentially treat conditions like inflammatory pain [7].
FAAH's importance as a target for therapeutic intervention, especially for neuropsychiatric
and neurological disorders like chronic pain, has led to innovative approaches in drug
discovery (chemical graph mining, quantitative structure—activity relationship (QSAR)
modeling, and molecular docking) to repurpose existing drugs as FAAH inhibitors [8].

Alongside the endocannabinoid system (ECS), the gut microbiota (GM) emerges as a
critical factor capable of modulating immune functions and signaling pathways associated
with daily well-being [9]. The complex ecosystem of the GM interacts with the body’s
physiological processes through various mechanisms, including the production of neu-
rotransmitters and the modulation of inflammatory responses. Studies have shown that
changes in the composition and function of the GM can affect the central nervous system,
thereby impacting emotional health, sleep patterns, and pain thresholds, suggesting a
profound bi-directional communication within the gut-brain axis [10].

Regular exercise has been shown to increase the levels of endocannabinoids while
also positively altering the composition of the GM [11,12]. However, overtraining and
insufficient recovery can disrupt this beneficial balance, leading to dysregulation in both
the ECS and gut microbiota. Such disturbances can manifest as increased inflammation,
mood instability, and a weakened immune system, ultimately compromising physical and
mental health [13,14].

The current experiment has been designed involving dancers, which is a group par-
ticularly vulnerable to significant physical and psychological stress due to their intensive
training regimens. Psychological stress has been identified as a significant factor that in-
creases the risk of injuries among dancers as observed in a study on first-year contemporary
dance students [15]. Additionally, the habit of continuing to train despite experiencing
pain, common among dancers, not only diminishes the quality of their movements but
also exacerbates their psychological stress, further compounding their risk of injury. This
behavior and its impacts on movement quality and stress levels were detailed in a separate
study [16]. These dynamics highlight the necessity for a comprehensive approach to injury
prevention and management tailored to dancers, who are exceptionally susceptible to both
physical and psychological stress due to their demanding training schedules.

The primary outcomes of our study are the levels of cannabinoid receptor 2 (CB2) and
fatty acid amide hydrolase (FAAH). We aimed to assess whether probiotic supplementation
(Sanprobi Stress; Lactobacillus helveticus (Rosell-52) and Bifidobacterium longum (Rosell-17))
could reduce CB2 expression without affecting FAAH levels, suggesting a mechanism
where the probiotic modulates the ECS by targeting CB2 receptors, which are involved
mainly in immune responses. Alternatively, the probiotics could reduce inflammation
through non-ECS pathways such as enhancing intestinal barrier integrity, modifying gut
microbiota, or direct anti-inflammatory actions. If these mechanisms decrease FAAH activa-
tion, they would maintain higher levels of anandamide, which helps manage inflammation

AWF

ROZPRAWA DOKTORSKA 67



Int. J. Mol. Sci. 2024, 25, 5611

3o0f14

and pain. This could reduce systemic inflammation, potentially improving the well-being
and performance of dancers under high stress.

The secondary outcomes of our study include indirect indicators that could reflect
the functioning of the endocannabinoid system. These encompassed the threshold for
mechanical pain perception, the occurrence of abdominal pain, assessments of sleep quality
and sleep onset latency, and evaluations of fatigue. These metrics were chosen to provide a
comprehensive view of the physiological changes potentially influenced by alterations in
the endocannabinoid system following probiotic therapy.

2. Results
2.1. Anthropometric Profile, Dietary Composition

Due to exclusions and the meticulous selection of participants based on anthropometric
measurements and activity level, the required group size calculated for the study was not
met. Recruitment began in October 2022 and concluded in March 2023. In the experimental
protocol, from an initial pool of 51 volunteers, a selection process was conducted to identify
participants who met the inclusion criteria. This resulted in the selection of 26 female
individuals. However, when it came time for the collection of blood and stool samples,
only 20 dancers attended. Additionally, three of these participants did not return to collect
the study’s supplement, and they did not provide reasons for their absence. Ultimately,
17 female dancers completed the study.

During the statistical analysis phase, two participants were excluded as outliers. This
decision was based on the one participant’s body mass index (BMI), which indicated overweight
status and was significantly different from the BMI values of the other group members. Due to
substantial discrepancies in the FAAH and CB2 results of another participant, which were over
two times higher than those observed in the rest of the group, this individual was also excluded
from further statistical analysis of blood markers and questionnaires.

The flow of participants’ involvement in the study is presented in a diagram (Figure 1).
During the course of the study, none of the participants reported any adverse effects or
chose to withdraw due to such effects. This observation suggests that the interventions,
including the probiotic supplementation and placebo treatments, were well tolerated
among the participants.

Initial Pool
of Volunteers
(n=56)
Excluded
(n=25)
Met Inclusion
Criteria
(n=26)
Changed Plans
(n=6)
Attended for Sample

Collection

(n=20)
Withdrew Without
Reason
Completed (n=3)

Outliers the Study

(n=2) (n=17)
Placebo Group Final Study Group Probiotic Group
(PLA, n=10) (n=15) (PRO, n=5)
Figure 1. Study inclusion flow-diagram.
68 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



Int. J. Mol. Sci. 2024, 25, 5611

40f14

All participants were female. Based on the provided baseline characteristics in Table 1,
the placebo group (PLA) and the probiotic group (PRO) appear to be well-matched across
several parameters. The age range is similar between the groups with a mean age of
approximately 21 for PLA and 20 for PRO. Both groups have nearly identical body fat
percentages and display no significant differences in body mass index (mean 21 in both
groups). The physical activity levels and hand-grip test results are also comparable between
the two groups, suggesting that the study participants were likely to be homogeneous in
terms of physical characteristics and fitness levels at the outset of the study.

Table 1. Baseline group characteristics.

PLA (n=11) PRO (n=5) Total (n = 16) PLA vs. PRO
Mean + SD Mean + SD Mean + SD t-Test/U Mann-Whitney
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (p Value)
20.55 + 1.04 20.00 £ 1.30 20.44 £+ 1.09
Age [years] (19-22) (19-22) (19-22) 0.55
58.07 + 6.95 60.10 + 7.31 58.08 + 6.81
Body mass [kg] (49.40-68.70) (48.60-68.30) (48.60-68.70) 0.99
BMI (body mass index) 21.05 +2.18 20.80 + 2.29 21.02 +£2.13 093
[kg/m?] (17.70-23.40) (18.10-25.10) (17.70-25.10) :
o 27+4 27+3 27 +3
Fat [% body mass] 21-31) (25-31) (21-31) 0.84
Physical activity level 17 h 7 min + 6 h 59 min 16 h + 9 h 46 min 16 h 46 min + 7 h 38 min 0.69
[hours per week] (8 h-33 h) (9 h 30 min-29 h) (8 h-33 h) :
. 28.13 + 4.67 26.16 +5.33 27.51 +£4.80
Hand-grip test [kg] (20.07-38.13) (17.5-30.2) (17.5-38.13) 0.73

Diet is a significant factor that modifies the gut microbiome and potentially the en-
docannabinoid system; therefore, an analysis of dietary habits was conducted. The com-
parative analysis of the participants” diets revealed no significant differences between
the groups in energy and main nutrients. Both groups have overlapping ranges in their
intake, suggesting there were no significant statistical differences in their diets. The esti-
mated energy and fiber intakes shows some difference in mean values, yet the ranges still
overlap, suggesting individual variation but no clear division between the groups. The
characteristics of the diet are presented in Table 2.

Table 2. Baseline diet characteristics of study participants.

PLA (n=11) PRO (n=5) Total (1 = 16) PLA vs. PRO
Mean + SD Mean + SD Mean + SD t-Test/U Mann-Whitney
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (p Value)
Energy [keal] 1999.23 + 279.81 2325.54 -+ 425.00 2101.20 + 353.22 026
gy (1588.93-2578.45) (1835.0-2842.6) (1588.93-2842.6) :
Protein [¢] 85.29 £ 30.13 100.47 + 21.09 90.03 = 27.87 051
8 (49.52-154.26) (79.42-130.92) (49.52-154.26) :
Fat [g] 74.56 + 13.93 90.47 + 18.72 79.54 £ 16.76 041
g (57.69-95.74) (67.02-115.73) (57.69-115.73) :
271.12 + 53.14 298.79 £ 57.98 279.77 £ 54.36
Carbohydrates [g] (194.89-359.42) (240.54-376.75) (194.89-376.75) 0.75
Fiber [g] 28.96 4 15.13 21.36 & 12.67 26.59 + 14.44 001
8 (16.69-47.68) (15.03-27.63) (15.03-47.68) :

2.2. Endocannabinoid System, Pain, Sleep and Fatigue

In Table 3, changes in levels of the cannabinoid receptor 2 (CB2) and fatty acid amide
hydrolase (FAAH) before and after 3 months of supplementation with either probiotics
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(PRO) or placebo (PLA) are presented. To evaluate the expression of proteins in the en-
docannabinoid system, the concentrations of cannabinoid receptor 2 (CB2) and fatty acid
amide hydrolase (FAAH) in the serum were measured using enzyme-linked immunosor-
bent assays (double-antibody sandwich ELISA).

Table 3. Markers related to endocannabinoid system before and after the 3 months of supplementation
with probiotics or placebo (ELISA, serum—CB2, FAAH).

PLA (n =10) PRO (n =5) 2-Way ANOVA
Mean + SD (Min-Max) Mean + SD (Min-Max) p-Value; m?
Pre Post Pre Post GROUP TIME Gl}fc[)lb[lg x
CB2 [ng/mL] 0.86 +1.21 0.72 £ 0.75 0.55 4 0.32 0.29 +0.11 (ggéﬁg) (8128;) (gg(ﬁ%
FAAH [ng/mL] 6.46 + 0.68 6.94 +1.13 593 +1.15 6.02 £0.97 (81233) (832(7)2) (ggég%

n?—effect size; p < 0.05 was considered as significant.

Figure 2 displays the comparative results of CB2 and FAAH levels before and after
supplementation in the PLA and PRO groups, including 95% confidence intervals.

In Table 4, the data reflect an indirect assessment of the endocannabinoid system’s
activity following a three-month supplementation period with either probiotics or a placebo,
encompassing several domains: pain, sleep and fatigue.

Table 4. Quality of life and behavioral indicators before and after three months of supplementation

with probiotics or placebo.

PLA (n=10) PRO (n=5) 2-Way ANOVA
Mean + SD (Min-Max) Mean + SD (Min-Max) p-Value; (?)
Pre Post Pre Post GROUP TIME GI"{F(I)I:/IJIIE’ x
Abdominal pain (ROME IV) 0.2896 0.1710 0.4815
[0 (never)-10 (always)] 41+1.60 35+143 34158 28+£179 (0.0857) (0.1391) (0.0388)
Pressure—pain test 0.4317 0.3696 0.5781
IN] 26.4 +15.04 22.5 +7.04 20.9 +5.95 19.9 + 5.46 (0.0482) (0.0623) (0.0244)
Sleep quality (PSQI) 0.5365 1.000 0.0784
[0 (best)-3 (worst)] 08+£063  12+£042 142055 1123 (0.0301) (0.0000) (02192)
Sleep latency (PSQI) 0.5920 0.2511 0.2333
[min] 17.6 £ 22.58 27.6 +36.24 15.2 £13.52 15 £ 10.60 (0.0227) (0.1000) (0.1073)
Fatigue (FAS) 0.7387 0.0130 0.2970
(0-32) 15.9 £8.03 13.1 £5.41 18.6 £2.70 124 +£4.62 (0.0089) (0.3888) (0.0832)
Active strategies (Mini-COPE) 0.8171 0.0977 1.0000
[0 (never)—4 (always)] 324075 294074 3.1+ 0.89 2.8 +1.10 (0.0043) (0.1967) (0.0000)
n%—effect size; p < 0.05 was considered as significant.
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Figure 2. Graphs of two-way ANOVA for CB2 and FAAH levels in groups before and after probiotic

therapy or placebo treatment.
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3. Discussion
3.1. Endocannabinoid System

To date, clinical trial results evaluating the levels of fatty acid amide hydrolase (FAAH)
following probiotic supplementation have not been published. This represents an untapped
area within clinical research that merits attention given the enzyme’s role in degrading
endocannabinoids. Although studies on cannabinoid receptor 2 (CB2) are beginning to
appear, the effects of probiotics on FAAH have not been extensively explored.

For the PLA group, the CB2 levels were measured at 0.86 ng/mL before supplementa-
tion and 0.72 ng/mL after supplementation. In the PRO group, CB2 levels were recorded at
0.55 ng/mL before supplementation and 0.29 ng/mL after 3 months. The two-way ANOVA
showed an F-value (1, 13) of 0.64612 and a p-value of 0.43595, suggesting no significant
effects for group interaction, time, or group-by-time interaction.

In a landmark study from the field it was discovered that the administration of Lac-
tobacillus acidophilus in mice could upregulate the intestinal expression of cannabinoid
receptors, significantly mitigating visceral pain through a mechanism mediated by CB2 and
opioid receptors, thereby underscoring the endocannabinoid system’s (ECS) pivotal role in
managing intestinal health [17]. Building on these and further insights, a recent comprehen-
sive review elaborated on the ECS’s regulatory functions across gastrointestinal physiology.
This review methodically detailed the system’s impact on gastrointestinal motility, secre-
tion, inflammation, and its influence on visceral pain perception [18]. Inflammatory bowel
disease (IBD), like Crohn’s disease and ulcerative colitis, follows irritable bowel syndrome
as another group of chronic gastrointestinal conditions where the endocannabinoid system
modulates inflammation and homeostasis, suggesting cannabinoid-based therapies as
promising potential treatments [19].

IBS, along with migraines and fibromyalgia, is considered part of the hypothesized
“endocannabinoid deficiency syndrome” as proposed by researchers. This theory suggests
that low endocannabinoid levels might contribute to the symptoms of these conditions,
such as chronic pain and digestive issues. Addressing endocannabinoid deficiencies could,
therefore, offer a new avenue for treatment. This concept supports the potential benefits of
cannabinoid-based therapies in managing these disorders [20].

In the first clinical study of its kind, 20 Caucasian women with mild to moderate
abdominal pain received Lactobacillus acidophilus NCFM either alone or combined with B-
LBi07 for 21 days. While L-NCFM alone was associated with increased mu-opioid receptor
(MOR) activity, it also led to a decrease in cannabinoid receptor 2 (CB2) expression [21].
In a study from 2024, it was discovered that combining the prebiotic inulin with the
probiotic Lactobacillus rhamnosus significantly increased the expression of the CB2 receptor
while leaving CB1 receptor expression unchanged. This finding opens new avenues for
exploring how dietary components can influence the endocannabinoid system, particularly
in modulating specific receptor pathways without affecting others, in patients with coronary
artery disease [22].

In dogs with colonic dysmotility, administration of the probiotic resulted in significant
changes in the intestinal mucosa. Specifically, the treatment led to a decrease in the
number of mucosal mast cells and an increase in cells expressing cannabinoid receptors
CB1 and CB2, which are changes that correlated positively with improved clinical scores
for canine chronic enteropathy activity index (CCECAI) post-treatment [23]. In a study
examining the impact of antibiotic-induced intestinal dysbiosis on mice, significant shifts in
gut microbiota were observed, including increases in Bacteroides, Clostridium coccoides, and
Lactobacillus species, and a decrease in Bifidobacterium. This dysbiosis was linked to a notable
upregulation of cannabinoid receptor 2 (CB2) expression. An enhanced expression of CB2
was associated with reduced visceral pain and increased colonic contractility, highlighting
the role of commensal microbiota in modulating gut neuro-immune sensory systems and
potentially informing treatments for conditions like irritable bowel syndrome (IBS) [24].

It was not possible for us to conduct chromatography, which is considered the most
sensitive method. However, the detection of CB2 protein in blood is still feasible due to its
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expression on the surface of certain human peripheral blood leukocytes, specifically B cells.
This is supported by findings showing CB2 protein localization at both extracellular and
intracellular sites, enabling its measurement in blood samples [25].

For FAAH levels, the PLA group had levels of 6.46 ng/mL before supplementation
and 6.94 ng/mL afterwards. In the PRO group, FAAH levels were 5.93 ng/mL before
supplementation and 6.02 ng/mL after supplementation. These FAAH level measurements
resulted in an F-value (1, 13) of 0.14627 and a p-value of 0.70831, reflecting no statistically
significant differences between groups over time.

One of the earliest studies to investigate the interaction between probiotics and FAAH
modulation demonstrated that inhibiting FAAH can alleviate depression-like symptoms
in stressed rats. In this experiment, rats subjected to repeated social defeat were treated
with the FAAH inhibitor URB694, which not only reduced depressive-like behaviors and
neuroendocrine changes but also stabilized shifts in gut microbiota and lipid profiles [26].
In a molecular study, the effects of both active and heat-inactivated forms of Akkermansia
muciniphila, along with its derived outer membrane vesicles (OMVs) and cell-free super-
natant, were investigated on the gene expression related to the endocannabinoid system
(ECS) in Caco-2 and HepG-2 cell lines. The study focused on key ECS components includ-
ing cannabinoid receptors 1 and 2 (CB1 and CB2), fatty acid amide hydrolase (FAAH), and
various peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs «, 3/6, and y). Quantitative
real-time PCR analysis demonstrated a significant modulation of these genes, suggesting
that both bacterial forms and their derivatives might influence metabolic pathways, offering
potential therapeutic strategies against obesity, metabolic disorders, and liver diseases [27].

Some sources suggest that FAAH may be undetectable in blood. Nonetheless, mea-
surements were conducted according to the manufacturer’s instructions for serum assays.
Despite FAAH being an intracellular enzyme, there are two isoforms in humans: FAAHI,
located on intracellular membranes, and FAAH2, which may be membrane-bound with
a potentially extracellular orientation of the active site [28]. Additionally, studies on the
detection of cell-free DNA in plasma indicate that physically active individuals, such as
dancers, subjected to rigorous physical exertion and psychological stress, may experience
cellular damage due to inflammatory responses [29,30]. These factors could potentially
contribute to the presence of FAAH in the serum.

3.2. Pain, Sleep and Fatigue

Participants in the PLA group had abdominal pain scores of 4.1 before supplemen-
tation and 3.5 after supplementation with pressure-pain thresholds of 26.4 before supple-
mentation and 22.5 after supplementation. Participants in the PRO group had abdominal
pain scores of 3.1 before supplementation and 2.8 after supplementation with pressure-pain
thresholds of 20.9 before supplementation and 19.9 after supplementation. The two-way
ANOVA yielded an F-value (1, 13) of 0.52525 and a p-value of 0.48145 for abdominal pain.
The analysis for pressure-pain thresholds reported an F-value (1, 13) of 0.32551 and a
p-value of 0.57805.

While probiotics have shown some effectiveness in alleviating abdominal pain associ-
ated with irritable bowel syndrome (IBS) in children, results in older adult groups are not
as conclusive. In our study, we did not observe significant differences between the probiotic
and placebo groups, highlighting the variability in probiotic efficacy across different age
groups and potentially different IBS symptoms [31-33].

Before our study, assessments of mechanical pain thresholds following probiotic
administration were conducted in animal models by other researchers. These studies indi-
cated that both diet-induced obese (DIO) mice and their normal weight (NW) counterparts
showed significantly reduced sensitivity to mechanical stimulation when supplemented
with a specific strain of probiotics [34,35].

For the PLA group, the sleep quality index scores were 0.8 before supplementation and
1.2 after supplementation. For the PRO group, these scores were 1.4 before supplementation
and 1 after supplementation. The two-way ANOVA showed an F-value of 3.6491 and a
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p-value of 0.07841 (a trend toward quality increase). The sleep latency for the PLA group
was 17.6 min before supplementation and 27.6 min after supplementation. For the PRO
group, it was 15.2 min before supplementation and 15 min after supplementation. The
two-way ANOVA reported an F-value of 1.5628 and a p-value of 0.23329.

A 2023 meta-analysis investigated the bidirectional relationship between gut micro-
biota and circadian rhythms, focusing on the impact of probiotic or prebiotic interventions
on sleep quality and duration. Utilizing databases such as PubMed, Embase, CINAHL, and
Web of Science, the study analyzed 18 articles from an initial pool of 219, concluding that
gut microbiota modulation did not significantly improve sleep quality (p = 0.31) or duration
(p=0.43) [36]. In a 2024 clinical trial, it was observed that while the Pittsburgh Sleep Quality
Index (PSQI) indicators of sleep quality did not significantly change after nine weeks of
multi-strain probiotic (MSP) therapy, the time taken to fall asleep was reduced compared
to placebo. The study, a randomized, double-blind, placebo-controlled trial, involved 70
healthy men and women who were supplemented daily with either multi-strain probiotic
or a placebo [37]. In another clinical trial, 40 participants with stress-induced insomnia
received either B. breve CCFM1025 or a placebo. Over four weeks, the probiotic group’s
Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) total scores significantly improved from 11.60 to
7.750, while the placebo group saw only minimal change from 10.10 to 8.650. This suggests
B. breve CCFM1025 may effectively enhance sleep quality [38]. In a randomized, double-
blind, placebo-controlled clinical trial involving 53 female participants with fibromyalgia
syndrome (FMS), the effects of probiotics (4 x 10'° CFUs per day for 18 participants) and
prebiotics (10 g of inulin per day for 17 participants) were compared over 8 weeks. The
probiotics group showed significant improvements in Beck Depression Index, Beck Anxiety
Index, PSQI, and pain (Visual Analogue Scale) scores compared to the placebo group, while the
prebiotics group primarily saw significant improvements in subjective sleep quality [39].

In our study, dancers in the PRO group reported an activity level of approximately
16 h per week, and those in the PLA group reported about 17 h. These activity levels
were maintained throughout the duration of the study, and participants were asked to
report any changes in their activity levels. Epidemiological evidence suggests a positive
correlation between the incidence of injury and the duration of dance training with a
threshold identified at approximately 11.5 h per week. Gender-specific vulnerability is
observed, wherein females display a heightened predisposition toward osseous injuries,
whereas males exhibit a greater susceptibility to contusions and tendinopathies [40,41].
Fatigue levels for the PLA group were scored at 15.9 before supplementation and 13.1 after
supplementation. In the PRO group, the scores were 18.6 before supplementation and 12.4
after supplementation. The two-way ANOVA showed an F-value (1,13) of 1.1803 and a
p-value of 0.29702. A significant group interaction effect was observed in the assessment
of fatigue; however, the reduction over time was similar across both groups. Active
coping strategy scores for the PLA group were 3.2 before supplementation and 2.9 after
supplementation. For the PRO group, these scores were 3.1 before supplementation and
2.8 after supplementation. The two-way ANOVA yielded an F-value (1, 13) of 0.00000
and a p-value of 1.0000. A recent systematic review highlighted that changes in the gut
microbiota composition—particularly, reductions in pathogenic bacteria and increases in
beneficial ones—are associated with diminished fatigue. These changes are thought to
enhance gut barrier integrity, reduce inflammation, and adjust neurotransmitter levels that
impact central nervous system function, thus influencing fatigue [42]. Research involving
fecal microbiota transplantation (FMT) in patients with IBS has shown that altering the gut
microbiota can inversely correlate with fatigue severity. Specifically, increases in beneficial
bacteria such as Alistipes spp. and Faecalibacterium prausnitzii were associated with reduced
IBS symptoms and fatigue [43]. Moreover, a pilot study with 70 patients suffering from
post-infectious fatigue who received a multi-strain probiotic or placebo demonstrated
that probiotics could significantly improve fatigue, mood, and quality of life with greater
benefits observed in the probiotic group [44]. Additionally, a randomized controlled trial
(RCT) highlighted that probiotics, particularly strains like Lactobacillus casei Shirota and
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Bifidobacterium infantis 35624, can reduce anxiety and inflammation in patients with chronic
fatigue syndrome (CFS), further supporting the role of the gut microbiota in managing
fatigue-related disorders [45]. Another study evaluated the impact of Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei F19, Lactobacillus acidophilus NCFB 1748, and Bifidobacterium lactis Bb12 on
fatigue and physical activity in CFS patients. Initial findings indicated improvements in
neurocognitive functions, although no significant changes were noted in fatigue or physical
activity levels [46].

3.3. Limitations

Our study faced several limitations, including a sample size that was insufficient to
attain the necessary statistical power. Additionally, the study lacked follow-up assessments
which could have provided more comprehensive data over time. Diverse dosages and
combinations, such as varying probiotic amounts or the inclusion of prebiotics, were not
explored. Moreover, while immunoassay tests were utilized for measuring concentrations
of endocannabinoid system indicators, chromatography would have been the preferred
method for more precise and reliable results.

4. Conclusions

Although this study did not observe significant effects on cannabinoid receptor type 2
(CB2) and fatty acid amide hydrolase (FAAH) levels through probiotic supplementation, the
findings suggest the need for further investigations with a larger cohort and varied dosages or
the use of synbiotics to explore the full potential of probiotics on the ECS. Additionally, the trend
toward improved sleep quality in the probiotic group highlights the possibility that enhancing
sleep among athletes could be a valuable approach to optimizing recovery. These preliminary
insights advocate for expanded research to refine probiotic formulations and dosing strategies
to maximize their therapeutic benefits, particularly in athletic and high-stress environments.

5. Materials and Methods
5.1. Study Group

The calculations using G-Power application indicated that to have a strong chance
(80% power) of detecting a medium-sized effect (Cohen’s d = 0.5) in our study, we would
need 63 participants (male and female) in each group. This applies to the main variable in
this study, which was CB2. The study included participants who were aged between 18
and 36 years and engaged in professional dancing activities with more than 8 h of training
per week. Individuals were excluded from the study if they were younger than 18 or older
than 36 years, had sustained injuries within the three months leading up to the study, had
consumed prebiotics and/or probiotics in the three months preceding the study, had been
hospitalized in the four weeks before the study began, had traveled to tropical countries
within four weeks prior to the study, or had taken antibiotics, cannabis products, steroids,
and anabolic steroids in the four weeks leading up to the study.

5.2. Study Protocol

Fifteen participants were selected for the analysis of primary and secondary outcomes with
10 receiving a placebo (PLA) and 5 receiving the probiotic (PRO) treatment. The randomization
scheme was generated using a computer-based algorithm (block randomization with block size
of four). The randomization was generated by the manufacturer of the probiotic under study.
The distribution of participants between the placebo group (1 = 10) and the treatment group
(n = 5) in the final study group was impacted by elevated dropout rates and the presence of
outliers, which were predominantly in the treatment group. While our objective was to sustain
equal group sizes, we prioritized preserving the integrity of the randomization process.

Blinding included both the authors of the study and the participants. The randomized group
of participants consumed a probiotic containing strains of Lactobacillus helveticus (Rosell-52) and Bi-
fidobacterium longum (Rosell-17), at doses of 3 x 10° CFU (colony-forming units) per capsule, in the
mornings for 12 weeks (March-June, 2022), while another group received a placebo. Maltodextrin
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and cornstarch, which are carriers of the probiotic, were used as placebos in capsules identical to
the probiotic in terms of mass and appearance. Supplemented probiotics were considered safe
and well-tolerated in the healthy population, and the tested product held the necessary safety
certificates. The research procedures were conducted twice: before the intervention and after its
completion. The study was registered as a clinical trial in the clinicaltrials.gov database under the
number NCT05567653. The study was conducted in accordance with the Helsinki Declaration
and with the approval of the Bioethics Committee of the Poznan University of Medical Sciences
(approval No. 412/22, 19 May 2022). To create the report, the CONSORT 2010 guidelines were
used. No changes were made to the trial outcomes after the trial commenced.

5.3. Methods

In preparation for the clinical trial, detailed anthropometric measurements and dietary
information were collected from the participants one week prior to the scheduled blood
sampling. At the informational meeting, participants were instructed to maintain their
usual dietary habits throughout the duration of the study while meticulously reporting
any changes in diet, the occurrence of exclusion factors, and potential adverse effects.
Additionally, they were advised to attend the blood sampling session in a rested state, after
a light dinner, and following a 2-3 day break from training activities.

To evaluate the expression of proteins in the endocannabinoid system, the concen-
trations of cannabinoid receptor 2 (CB2) and fatty acid amide hydrolase (FAAH) in the
serum were measured using enzyme-linked immunosorbent assays. FAAH and CB2 pro-
tein levels were measured using a double-antibody sandwich ELISA kits from SunRed
Biotechnology Company. The assay range for FAAH was 0.15-30 ng/mL with a sensitivity
of 0.116 ng/mL, and for CB2, it was 0.3-90 ng/mL with a sensitivity of 0.285 ng/mL. The
procedure included negative control samples to ensure the specificity of detection for the
proteins of interest. Blood samples (10 mL) were collected fasting, one day before the
initiation of supplementation with either the probiotic or placebo, and then again after
3 months (12 weeks) from the start of the study. The blood samples were immediately
frozen and stored until analysis ELISA could be conducted. A morphological analysis was
also performed (flow cytometry) directly after the blood collection. The morphological
analysis was conducted to exclude individuals with atypical results regarding specific
blood cell populations, primarily leukocytes and lymphocytes, which are more specific to
CB2 expression than other cells.

Nutritional status was assessed through analysis of dietary records and evaluation of blood
morphology. Nutritional intake was assessed using the NUVERO software (2023 version, available
for use in the browser, continuously updated), which was based on three-day dietary records.
Supplementary to these tests, the pain threshold in response to mechanical pressure was assessed
using an algometer applied to the thumb flexor, and grip strength was measured using a hand
dynamometer. The mechanical pain threshold was tested through the three-time application of an
algometer on the thumb adductor after adaptation to room temperature. The result is the average
of three measurements. Grip strength was measured in a standing position with the arm directed
downwards and the palm facing the thigh. The result is the average of three measurements.

Data were collected using measuring devices and the study leader’s computer (.xIs format).
Statistical analysis was performed using the STATISTICA 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto,
CA, USA) package. For comparing baseline data between groups, the t-test or Mann-Whitney
U-test was used if the normality condition was not met. The Shapiro-Wilk test was used to check
the data for normality of distribution. To compare variables after 3 months of supplementation
with either probiotic or placebo, the t-test or Wilcoxon test was used if the normality condition was
not met. A two-way analysis of variance (ANOVA) for repeated measures was used to analyze
the differences in the effect of time, group and time by group. For all statistical tests, a p value
less than 0.05 was interpreted as statistically significant. For statistically significant results, the
coefficients 1> are presented as an indicator of the effect size.

76

ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



Int. J. Mol. Sci. 2024, 25, 5611 12 of 14

Author Contributions: Conceptualization, J.W., KS.-Z.and JK;; Methodology, ] W., KK, LL., K.S.-Z.
and J.K,; Validation, T.P. and ].K.; Formal analysis, ].W., LL. and ] K.; Investigation, JW., T.P,, KK., L.L.
and K.S.-Z.; Resources, T.P. and K. K_; Data curation, J.W., T.P, KK. and ] K,; Writing—original draft,
J.W. and ] K.; Writing—review and editing, ].W.; Visualization, ].W.; Supervision, K.S.-Z. and ].K;
Project administration, ].W. and J.K.; Funding acquisition, ].W. All authors have read and agreed to
the published version of the manuscript.

Funding: This research received no external funding.

Institutional Review Board Statement: The study was conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki and approved by the Bioethics Committee of the Poznan University of Medical Sciences
(approval No. 412/22, 19 May 2022) for studies involving humans.

Informed Consent Statement: Informed consent was obtained from all subjects involved in the study.
Data Availability Statement: Data is contained within the article.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflicts of interest.

References

1.

Rahaman, O.; Ganguly, D. Endocannabinoids in immune regulation and immunopathologies. Immunology 2021, 164, 242-252.
[CrossRef] [PubMed]

2. Alger, B.E; Kim, J. Supply and Demand for Endocannabinoids. Trends Neurosci. 2011, 34, 304-315. [CrossRef] [PubMed]

3. Wilson, R.L; Nicoll, R.A. Endocannabinoid signaling in the brain. Science 2002, 296, 678-682. [CrossRef] [PubMed]

4. LoVerme, J,; La Rana, G.; Russo, R.; Calignano, A.; Piomelli, D. The search for the palmitoylethanolamide receptor. Life Sci. 2005,
77,1685-1698. [CrossRef] [PubMed]

5. DiMarzo, V.; De Petrocellis, L. Why do cannabinoid receptors have more than one endogenous ligand? Philos. Trans. R. Soc. B
Biol. Sci. 2012, 367, 3216-3228. [CrossRef] [PubMed]

6. Di Marzo, V.; Fontana, A.; Cadas, H.; Schinelli, S.; Cimino, G.; Schwartz, J.C.; Piomelli, D. Formation and inactivation of
endogenous cannabinoid anandamide in central neurons. Nature 1994, 372, 686—691. [CrossRef] [PubMed]

7. Fowler, CJ.; Jonsson, K.O.; Tiger, G. Fatty acid amide hydrolase: Biochemistry, pharmacology, and therapeutic possibilities for an
enzyme hydrolyzing anandamide, 2-arachidonoylglycerol, palmitoylethanolamide, and oleamide. Biochem. Pharmacol. 2001, 62,
517-526. [CrossRef]

8.  Zanfirescu, A.; Nitulescu, G.; Mihai, D.P.; Nitulescu, G.M. Identifying FAAH Inhibitors as New Therapeutic Options for the
Treatment of Chronic Pain through Drug Repurposing. Pharmaceuticals 2021, 15, 38. [CrossRef] [PubMed]

9.  Cani, PD.; Plovier, H.; Van Hul, M.; Geurts, L.; Delzenne, N.M.; Druart, C.; Everard, A. Endocannabinoids--at the crossroads
between the gut microbiota and host metabolism. Nat. Rev. Endocrinol. 2016, 12, 133-143. [CrossRef] [PubMed]

10. Cryan, J.E; Dinan, T.G. Mind-altering microorganisms: The impact of the gut microbiota on brain and behaviour. Nat. Rev.
Neurosci. 2012, 13, 701-712. [CrossRef] [PubMed ]

11.  Meeusen, R.; De Meirleir, K. Exercise and brain neurotransmission. Sports Med. 1995, 20, 160-188. [CrossRef] [PubMed]

12.  Clarke, S.E; Murphy, E.F.; O’Sullivan, O.; Lucey, A.].; Humphreys, M.; Hogan, A.; Hayes, P.; O'Reilly, M.; Jeffery, I.B., Wood-Martin,
R.; et al. Exercise and associated dietary extremes impact on gut microbial diversity. Gut 2014, 63, 1913-1920. [CrossRef]

13.  Armstrong, L.E.; VanHeest, J.L. The unknown mechanism of the overtraining syndrome: Clues from depression and psychoneu-
roimmunology. Sports Med. 2002, 32, 185-209. [CrossRef] [PubMed]

14. JanssenDuijghuijsen, L.M.; Mensink, M.; Lenaerts, K.; Fiedorowicz, E.; Protégé study group; van Dartel, D.A.; Mes, ].J.; Luiking,
Y.C,; Keijer, J.; Wichers, H.J.; et al. The effect of endurance exercise on intestinal integrity in well-trained healthy men. Physiol. Rep.
2016, 4, €12994. [CrossRef] [PubMed]

15.  Van Winden, D.; van Rijn, R M.; Savelsbergh, G.J.P.; Oudejans, R.R.D.; Stubbe, ]. H. The Association Between Stress and Injury: A
Prospective Cohort Study Among 186 First-Year Contemporary Dance Students. Front. Psychol. 2021, 12, 770494. [CrossRef]
[PubMed]

16. Hendry, D.; Campbell, A; Smith, A.; Hopper, L.; Straker, L.; O’Sullivan, P. Movement quantity and quality: How do they relate to
pain and disability in dancers? PLoS ONE 2022, 17, €0268444. [CrossRef] [PubMed]

17.  Rousseaux, C.; Thuru, X.; Gelot, A.; Barnich, N.; Neut, C.; Dubuquoy, L.; Dubuquoy, C.; Merour, E.; Geboes, K.; Chamaillard, M.;
et al. Lactobacillus acidophilus modulates intestinal pain and induces opioid and cannabinoid receptors. Nat. Med. 2007, 13, 35-37.
[CrossRef] [PubMed]

18.  Brierley, S.M.; Greenwood-Van Meerveld, B.; Sarnelli, G.; Sharkey, K.A; Storr, M.; Tack, J. Targeting the endocannabinoid system
for the treatment of abdominal pain in irritable bowel syndrome. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. 2023, 20, 5-25. [CrossRef]
[PubMed]

19. Hryhorowicz, S.; Kaczmarek-Ry$, M.; Zielifiska, A.; Scott, R.J.; Stomski, R.; Ptawski, A. Endocannabinoid System as a Promising
Therapeutic Target in Inflammatory Bowel Disease—A Systematic Review. Front. Immunol. 2021, 12, 790803. [CrossRef] [PubMed]

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 77



Int. . Mol. Sci. 2024, 25, 5611 13 of 14

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Russo, E.B. Clinical endocannabinoid deficiency (CECD): Can this concept explain therapeutic benefits of cannabis in migraine,
fibromyalgia, irritable bowel syndrome and other treatment-resistant conditions? Neuro Endocrinol. Lett. 2004, 25, 31-39.
Ringel-Kulka, T.; Goldsmith, J.R.; Carroll, LM.; Barros, S.P,; Palsson, O.; Jobin, C.; Ringel, Y. Lactobacillus acidophilus NCFM affects
colonic mucosal opioid receptor expression in patients with functional abdominal pain—A randomised clinical study. Aliment.
Pharmacol. Ther. 2014, 40, 200-207. [CrossRef]

Liu, M.; Tandorost, A.; Moludi, J.; Dey, P. Prebiotics Plus Probiotics May Favorably Impact on Gut Permeability, Endocannabinoid
Receptors, and Inflammatory Biomarkers in Patients with Coronary Artery Diseases: A Clinical Trial. Food Sci. Nutr. 2023,
12,1207-1217. [CrossRef] [PubMed]

Rossi, G.; Gioacchini, G.; Pengo, G.; Suchodolski, J.S.; Jergens, A.E.; Allenspach, K.; Gavazza, A.; Scarpona, S.; Berardi, S.; Galosi,
L.; et al. Enterocolic increase of cannabinoid receptor type 1 and type 2 and clinical improvement after probiotic administration in
dogs with chronic signs of colonic dysmotility without mucosal inflammatory changes. Neurogastroenterol. Motil. 2020, 32, €13717.
[CrossRef] [PubMed]

Aguilera, M.; Cerda-Cuéllar, M.; Martinez, V. Antibiotic-induced dysbiosis alters host-bacterial interactions and leads to colonic
sensory and motor changes in mice. Gut Microbes 2015, 6, 10-23. [CrossRef] [PubMed]

Castaneda, ].T.; Harui, A.; Kiertscher, S.M.; Roth, ].D.; Roth, M.D. Differential expression of intracellular and extracellular CB(2)
cannabinoid receptor protein by human peripheral blood leukocytes. ]. Neuroimmune Pharmacol. Off. ]. Soc. Neurolmmune
Pharmacol. 2013, 8, 323-332. [CrossRef] [PubMed]

Barbetti, M.; Mancabelli, L.; Vacondio, F.; Longhi, G.; Ferlenghi, F.; Viglioli, M.; Turroni, E; Carnevali, L.; Mor, M.; Ventura,
M_; et al. Social stress-induced depressive-like symptoms and changes in gut microbial and lipidomic profiles are prevented
by pharmacological inhibition of FAAH activity in male rats. Prog. Neuro-Psychopharmacol. Biol. Psychiatry 2024, 131, 110963.
[CrossRef] [PubMed]

Ghaderi, F; Sotoodehnejadnematalahi, F.; Hajebrahimi, Z.; Fateh, A.; Siadat, S.D. Effects of active, inactive, and derivatives of
Akkermansia muciniphila on the expression of the endocannabinoid system and PPARs genes. Sci. Rep. 2022, 12, 10031. [CrossRef]
[PubMed]

Steve, PH. Alexander, Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH). In Bylund, xPharm: The Comprehensive Pharmacology Reference; Enna,
S.J., David, B., Eds.; Elsevier: Amsterdam, The Netherlands, 2009; pp. 1-7. ISBN 9780080552323. [CrossRef]

Atamaniuk, J.; Vidotto, C.; Tschan, H.; Bachl, N.; Stuhlmeier, K.M.; Miiller, M.M. Increased concentrations of cell-free plasma
DNA after exhaustive exercise. Clin. Chem. 2004, 50, 1668-1670. [CrossRef]

Fatouros, 1.G.; Destouni, A.; Margonis, K.; Jamurtas, A.Z.; Vrettou, C.; Kouretas, D.; Mastorakos, G.; Mitrakou, A.; Taxildaris, K.;
Kanavakis, E.; et al. Cell-free plasma DNA as a novel marker of aseptic inflammation severity related to exercise overtraining.
Clin. Chem. 2006, 52, 1820-1824. [CrossRef] [PubMed]

Fatahi, S.; Hosseini, A.; Sohouli, M.H.; Sayyari, A.; Khatami, K.; Farsani, Z.F.; Amiri, H.; Dara, N.; de Souza, L.G.O.; Santos,
H.O. Effects of probiotic supplementation on abdominal pain severity in pediatric patients with irritable bowel syndrome: A
systematic review and meta-analysis of randomized clinical trials. World ]. Pediatr. 2022, 18, 320-332. [CrossRef] [PubMed]
Wallace, C.; Gordon, M.; Sinopoulou, V.; Akobeng, A K. Probiotics for management of functional abdominal pain disorders in
children. Cochrane Database Syst. Rev. 2023, 2, CD012849. [CrossRef] [PubMed]

Didari, T.; Mozaffari, S.; Nikfar, S.; Abdollahi, M. Effectiveness of probiotics in irritable bowel syndrome: Updated systematic
review with meta-analysis. World ]. Gastroenterol. 2015, 21, 3072-3084. [CrossRef] [PubMed]

Dardmeh, F; Nielsen, H.I.; Alipour, H.; Kjeergaard, B.; Brandsborg, E.; Gazerani, P. Potential Nociceptive Regulatory Effect of
Probiotic Lactobacillus rhamnosus PBO1 (DSM 14870) on Mechanical Sensitivity in Diet-Induced Obesity Model. Pain Res. Manag.
2016, 2016, 5080438. [CrossRef] [PubMed]

Alipour, H.; Gazerani, P; Heidari, M.; Dardmeh, F. Modulatory Effect of Probiotic Lactobacillus rhamnosus PB01 on Mechanical
Sensitivity in a Female Diet-Induced Obesity Model. Pain Res. Manag. 2021, 2021, 5563959. [CrossRef] [PubMed]
Gil-Hernandez, E.; Ruiz-Gonzalez, C.; Rodriguez-Arrastia, M.; Ropero-Padilla, C.; Rueda-Ruzafa, L.; Sanchez-Labraca, N.;
Roman, P. Effect of gut microbiota modulation on sleep: A systematic review and meta-analysis of clinical trials. Nutr. Rev. 2023,
81, 1556-1570. [CrossRef]

Kerksick, C.M.; Moon, ].M.; Walden, K.E.; Hagele, A.M.; Allen, L.E.; Gaige, C.J.; Krieger, ] M.; Jager, R.; Pane, M.; Mumford, P.
Multi-strain probiotic improves subjective sleep quality with no impact on body composition, hemodynamics, and physical
activity. Benef. Microbes 2024, 15, 1-16. [CrossRef] [PubMed]

Lan, Y;; Ly, J.; Qiao, G.; Mao, X.; Zhao, ].; Wang, G.; Tian, P.; Chen, W. Bifidobacterium breve CCFM1025 Improves Sleep Quality via
Regulating the Activity of the HPA Axis: A Randomized Clinical Trial. Nutrients 2023, 15, 4700. [CrossRef]

Aslan Cin, N.N.; Agik, M; Tertemiz, O.F; Aktan, C.; Akgali, D.T.; Cakiroglu, EP.; Ozgelik, A.O. Effect of prebiotic and probiotic
supplementation on reduced pain in patients with fibromyalgia syndrome: A double-blind, placebo-controlled randomized
clinical trial. Psychol. Health Med. 2024, 29, 528-541. [CrossRef] [PubMed]

McBride, C.; Bronner, S. Injury characteristics in professional modern dancers: A 15-year analysis of work-related injury rates and
patterns. J. Sports Sci. 2022, 40, 821-837. [CrossRef] [PubMed]

Nunes, A.C.; Mendes, L.A.; Mota, L.A.; Lima, P.O.; Almeida, G.P. Training Load, Pain Intensity, and Functioning Can Explain
Injuries in Dancers: A Classification and Regression Tree (CART) Analysis. Med. Probl. Perform. Artist. 2022, 37, 73-77. [CrossRef]
[PubMed]

78

ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



Int. . Mol. Sci. 2024, 25, 5611 14 of 14

42.

43.

44.

45.

46.

Li, Y.; Li, J.; Xu, E; Liu, G.; Pang, B.; Liao, N.; Li, H.; Shi, J. Gut microbiota as a potential target for developing anti-fatigue foods.
Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 2023, 63, 3065-3080. [CrossRef] [PubMed]

El-Salhy, M. Intestinal bacteria associated with irritable bowel syndrome and chronic fatigue. Neurogastroenterol. Motil. 2023,
35, e14621. [CrossRef] [PubMed]

Obermoser, K.; Brigo, N.; Schroll, A.; Monfort-Lanzas, P.; Gostner, ].M.; Engl, S.; Geisler, S.; Knoll, M.; Schennach, H.; Weiss, G.;
et al. Positive Effects of Probiotic Therapy in Patients with Post-Infectious Fatigue. Metabolites 2023, 13, 639. [CrossRef] [PubMed]
Roman, P; Carrillo-Trabalon, F; Sanchez-Labraca, N.; Cafiadas, F.; Estévez, A.F.; Cardona, D. Are probiotic treatments useful on
fibromyalgia syndrome or chronic fatigue syndrome patients? A systematic review. Benef. Microbes 2018, 9, 603—-611. [CrossRef]
[PubMed]

Sullivan, A.; Nord, C.E.; Evengard, B. Effect of supplement with lactic-acid producing bacteria on fatigue and physical activity in
patients with chronic fatigue syndrome. Nutr. ]. 2009, 8, 4. [CrossRef] [PubMed]

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual
author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to
people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content.

AWF

ROZPRAWA DOKTORSKA

79



microorganisms

Article

Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobacterium longum R0175
Supplementation: An Exploratory, Randomized,
Placebo-Controlled Trial of Endocannabinoid and Inflammatory
Responses in Female Dancers

4

Jakub Wiacek 1©®, Karolina Skonieczna-Zydecka 2Q, Igor Loniewski 3, Chariklia K. Deli *®, Ioannis G. Fatouros 4,

Athanasios Z. Jamurtas 4, Dominika Moszczyrniska !

check for
updates
Academic Editors: Haruki Kitazawa

and Pramod Gopal

Received: 17 April 2025
Revised: 21 May 2025

Accepted: 29 May 2025
Published: 30 May 2025

Citation: Wiacek, J.;

Skor\ieczna—Zydecka, K.; Eoniewski, L.;

Deli, C.K,; Fatouros, I.G.; Jamurtas,
A.Z.; Moszczyniska, D.; Karolkiewicz,
J. Lactobacillus helveticus R0052 and
Bifidobacterium longum R0175
Supplementation: An Exploratory,
Randomized, Placebo-Controlled Trial
of Endocannabinoid and
Inflammatory Responses in Female
Dancers. Microorganisms 2025, 13,
1284. https://doi.org/10.3390/

microorganisms13061284

Copyright: © 2025 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license

(https:/ /creativecommons.org/
licenses /by /4.0/).

and Joanna Karolkiewicz 1*

Department of Food and Nutrition, Poznan University of Physical Education, 61-871 Poznan, Poland;
wiacek@awf.poznan.pl (J.W.); moszczynska@awf.poznan.pl (D.M.)

Department of Biochemical Research, Pomeranian Medical University, 70-204 Szczecin, Poland;
karolina.skonieczna.zydecka@pum.edu.pl

Sanprobi Sp. z 0.0. Sp.K., 70-535 Szczecin, Poland; sanprobi@sanprobi.pl

Department of Physical Education and Sport Science, University of Thessaly, 38221 Trikala, Greece;
delixar@pe.uth.gr (C.K.D.); ifatouros@pe.uth.gr (I.G.F); ajamurt@uth.gr (A.Z].)

Correspondence: karolkiewicz@awf.poznan.pl

Abstract: The anandamide (AEA) and lipopolysaccharide (LPS) interaction is gaining
attention, but evidence on the influence of probiotics on endocannabinoid system (ECS)
biomarkers remains limited. This study (NCT05567653) investigated the effects of 12-week
supplementation with Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobacterium longum R0175 on
AEA (main outcome) and inflammatory biomarkers in female dancers. Fifteen participants
(5 probiotic, 10 placebo) were included in the final analysis. Serum levels of AEA, LPS, and
cytokines (tumor necrosis factor-alpha—TNF-«, interleukin-1 beta—IL-1$3, and interleukin-
10—IL-10) were measured using an ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), and
the psychological stress responses were evaluated using the Mini-COPE questionnaire. At
the baseline, a correlation between AEA and LPS was observed (Spearman’s r = 0.9677,
p < 0.05). After 12 weeks, no statistically significant differences in the AEA, LPS, cytokine
levels, or stress-coping strategies were observed between the probiotic and placebo groups
(LPS—probiotic: +3.48 EU/L, p = 0.9361; placebo: +56.98 EU/L, p = 0.0694; AEA—probiotic:
—1.11ng/mL, p = 0.9538; placebo: +14.08 ng/mL, p = 0.4749). The direction of change may
indicate a trend toward increased inflammation in the absence of probiotics, consistent
with patterns described in previous literature. However, these results should be viewed as
hypothesis generating and warrant confirmation in larger trials.

Keywords: endocannabinoid system; gut microbiome; anandamide; lipopolysaccharide;
probiotics; dancers

1. Introduction

The endocannabinoid system (ECS) functions via bioactive lipids, mainly anandamide
(AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG), which activate cannabinoid receptors type 1
(CB1) and type 2 (CB2). CB1 receptors, located primarily in the nervous system, influence
pain, mood, sleep, and appetite, whereas CB2 receptors, found mainly on immune cells, are
involved in immune regulation [1]. Unlike classical neurotransmitters, endocannabinoids
are synthesized on demand in postsynaptic neurons and modulate presynaptic activity by
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binding to cannabinoid receptors, thus influencing neurotransmitter release [2]. They are
not stored in vesicles; instead, their production and degradation rely on tightly regulated
enzymatic processes and membrane transporters [3]. Anandamide generally maintains
tonic functions, such as emotional stability and appetite regulation under normal conditions,
while 2-AG acts in a phasic manner, with levels increasing in response to acute stressors
such as injury or public speaking. [4]. Physical activity has been shown to significantly
affect ECS activity, particularly by elevating AEA levels [5], which may contribute to the
phenomenon known as the ‘runner’s high’, a state of enhanced mood and reduced anxiety
following exercise [6].

Physical activity significantly impacts the gut microbiota, microorganisms essential
for metabolic regulation, immune function, and neurological processes. Regular exercise
can alter microbial composition and abundance [7]. Moderate physical activity enhances
gut health by stimulating the production of short-chain fatty acids (SCFAs), particularly
butyrate, which supports immune balance and systemic homeostasis [8]. In contrast, exces-
sive exercise without adequate recovery may disrupt the microbial equilibrium, increasing
gut permeability and allowing lipopolysaccharide (LPS) translocation into the bloodstream,
which can initiate systemic inflammation [9]. LPS, an endotoxin from Gram-negative bacte-
ria, serves as a critical biomarker for microbial translocation and inflammation, reflecting
the integrity of the gut barrier. Professional dancers, or artistic athletes, undergo intense
training that is linked to a higher injury risk, especially beyond 11.5 h per week. Women are
more prone to bone injuries, while men face more contusions and tendinopathies [10,11].
Dancers represent a physiologically and psychologically demanding population, who are
frequently exposed to chronic stress. Training sessions are often long and repetitive due to
the need to perfect choreography, while performances typically take place in the evening
hours and must be reconciled with early morning academic or occupational responsibilities.
This irregular schedule contributes to circadian rhythm disruption, which can adversely
affect hormonal regulation, immune function, and recovery. Furthermore, performances
often involve travel, which increases their exposure to novel pathogens and elevates infec-
tion risk. In addition to physical strain, dancers face cognitive demands associated with
learning complex motor sequences, as well as performance-related pressure linked to exter-
nal evaluation by audiences and adjudication panels. Psychological stress has been shown
to further increase susceptibility to injury [12], and certain dance forms, such as classical
ballet, have been associated with an elevated risk of systemic inflammation [13]. Training
despite pain is common in this environment, leading to compensatory movement patterns
and reinforcing both biomechanical stress and the psychophysiological burden [14].

The endocannabinoid system (ECS) and gut microbiota interact bidirectionally: micro-
biota alterations affect ECS-regulated processes, such as inflammation, energy balance, and
gut barrier function, while ECS activity can shape microbial composition [15]. This relation-
ship is increasingly studied for its therapeutic potential in gastrointestinal disorders like
irritable bowel syndrome (IBS). Rousseaux et al. (2007) found that Lactobacillus acidophilus
NCFM, at 10° CFU/day, increased cannabinoid receptor expression in intestinal epithelial
cells and reduced visceral pain in rats, with effects comparable to morphine [16]. Building
on this, Brierley et al. (2023) reviewed the roles of ECS in regard to gastrointestinal function,
including motility, secretion, inflammation, and pain perception, and identified it as a
target for IBS treatment. However, they noted a lack of robust clinical trials and the limited
tolerability of some patients to cannabinoid therapies [17]. Animal studies support a link
between anandamide (AEA) and lipopolysaccharide (LPS), suggesting ECS involvement in
controlling intestinal permeability and inflammation. Elevated LPS stimulates AEA produc-
tion in immune cells, highlighting ECS’s regulatory role [18-24]. Recent studies emphasize
the joint influence of ECS, microbiota, and cardiometabolic risk factors [25]. Probiotics,
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particularly Lactobacillus and Bifidobacterium, may reduce colonic LPS levels and systemic
inflammation, offering a non-pharmacological approach to modulating ECS—microbiota
interactions [26,27].

This study used Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobacterium longum R0175, strains
increasingly noted for modulating the nervous system via anti-inflammatory and gut-brain
axis pathways [28]. In LPS-challenged rats, they reduced systemic and hippocampal inflam-
mation, improved memory through brain-derived neurotrophic factor (BDNF) regulation,
and protected against neurodegeneration by influencing Bax/Bcl-2 expression [29,30]. In
stressed Syrian hamsters, these strains shifted gut microbiota and increased IL-10, al-
though anxiety-like behavior remained, possibly due to reduced microbial diversity [31].
In IBS models, their combination reduced visceral hypersensitivity and regulated the
hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis more effectively than single strains [32]. Early
life administration impacted behavior and metabolism in rats on a Western diet, showing
sex-specific effects on weight, caloric intake, and leptin levels [33]. In pubertal mice, they
mitigated sickness behaviors and LPS-induced immune activation, reducing cytokines in
plasma, the prefrontal cortex, and hippocampus in a sex-dependent manner [34]. These
strains are among the most studied in regard to mental health and sleep modulation [35-37].
With ECS activity closely linked to mood and cognition, current research continues to inves-
tigate probiotics with targeted effects on this system. Physical activity, under appropriate
recovery conditions, may reduce LPS levels, whereas excessive exertion can have the oppo-
site effect [38,39]. Therefore, our study was conducted during the period of highest physical,
mental, and psychological strain for the participants. Although dancers do not train as
intensively as elite athletes, such as marathon runners or rugby players, the nature of their
workload aligns with the study’s objectives. The study included only female participants,
due to a 20-fold higher enrollment rate compared to males. Additionally, probiotic effects
may be sex dependent, and including both genders could have introduced variability,
complicating data interpretation [40].

Given the limited evidence on cannabinoid-based therapies, particularly among indi-
viduals with poor tolerability, alternative approaches to modulating the endocannabinoid
system (ECS) warrant investigation. This study examines the effects of probiotic supple-
mentation on anandamide and lipopolysaccharide in physically active individuals. Due to
its tonic function and baseline stability, AEA was selected as the primary ECS marker. The
secondary outcomes include concentrations of LPS, tumor necrosis factor-alpha (TNF-«),
interleukin-1 beta (IL-1f), and interleukin-10 (IL-10), as well as stress-coping strategies,
assessed using the Mini-COPE questionnaire. It was hypothesized that probiotic sup-
plementation would enhance gut barrier integrity and attenuate systemic inflammation,
resulting in a smaller increase in circulating lipopolysaccharide (LPS) and pro-inflammatory
cytokines compared to the placebo. In parallel, the maintenance of gut homeostasis was
expected to reduce anandamide (AEA) levels in the probiotic group, in contrast to poten-
tial stress-related elevations in the placebo group. In contrast to earlier probiotic studies
focused on general inflammation or clinical cohorts, the present trial is the first to directly
evaluate probiotic effects on endocannabinoid markers in a physically active population.
By examining female dancers, a unique athletic cohort under high training and stress
load, our study extends previous research in regard to a new context, linking probiotic
supplementation to the endocannabinoid-inflammation axis in a way that has not been
explored before.
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2. Materials and Methods
2.1. Participants

The sample size calculations were conducted using G*Power software (version 3.1.9.7;
Heinrich Heine University Diisseldorf, Germany). To achieve 80% statistical power to
detect a medium effect size (Cohen’s d = 0.5) in the primary outcome variable (anandamide,
AEA), with a two-tailed « set at 0.05 and based on the expected variability, approximately
51 participants per group was required. The remaining biomarkers, including LPS, IL-1§3,
IL-10, and TNF-o, were measured at the same time points (before and after the 12-week
intervention), as secondary outcomes. There were no changes in the trial methodology or
outcomes throughout the study.

The study included participants aged 18 to 36 years, who were actively engaged
in professional dancing, with their training exceeding 8 h per week. Individuals were
excluded if, within the three months preceding the study, they had sustained injuries,
consumed prebiotics and/or probiotics, been hospitalized, traveled to tropical countries, or
used antibiotics, cannabis products, steroids, or anabolic steroids. Individuals with chronic
diseases requiring ongoing pharmacological treatment, including metabolic, inflammatory,
autoimmune, or psychiatric conditions, were excluded from participation to minimize
confounding influences on inflammatory and neuroimmune markers.

The study included female dance students from the Academy of Physical Education,
conducted during the busiest period of the semester, with the highest academic workload.
Their schedule consisted of theoretical lectures, motor preparation training, recreational
movement classes, gym sessions, choreography training, and teaching practice in dance
schools. Furthermore, some participants worked professionally in theaters, including
weekend performances. The demanding and irregular timetable (sometimes from 8 AM to
8 PM), combined with the stress of learning choreography, public performances, and exam
preparation, contributed to the overall physical and psychological burden experienced.

Despite careful participant selection based on anthropometric measurements and
activity levels, the target group size was not achieved. In addition to the dropout reasons
listed below, several challenges contributed to recruitment difficulties, including a lack
of male participants (only two men volunteered), the evening training and performance
schedules of the dancers, which often led to late wake-up times, conflicting with morning
sample collection hours, logistical difficulties related to fecal sample collection required for
other procedures, and the inability to ensure participants would maintain a consistent diet
throughout the intervention.

2.2. Intervention

Blinding was applied to both the study authors and the participants. Randomization
(block randomization with a block size of four) was conducted using a computer-generated
algorithm (www.randomizer.org (accessed on 25 September 2022)) by the probiotic man-
ufacturer. The randomization was performed by the manufacturer of the probiotic and
placebo used in the study. The probiotic group received Lactobacillus helveticus R0052
(CNCM strain I-1722) and Bifidobacterium longum R0175 (CNCM strain 1-3470) (trade name:
Sanprobi Stress; manufacturer: Sanprobi sp. z 0. o. sp. k., Szczecin, Poland; lyophilisate:
Lallemand Health Solutions Inc., Mirabel, Quebec, Canada) at a dose of 3 x 107 colony
forming units (CFUs)/active fluorescent units (AFU) per capsule, taken daily, in the morn-
ing, for 12 weeks. The placebo capsules, identical in terms of mass and appearance to
the probiotic capsules, contained maltodextrin and corn starch as carriers. Both types of
capsules were identical in appearance.

The interventions were well-tolerated, with no adverse effects reported, and the
probiotic product adhered to safety certifications. From an initial pool of 51 volunteers,
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26 female participants met the inclusion criteria. However, only twenty attended the blood
and stool sample collection, and three subsequently failed to collect the study supplement,
providing no explanation for their absence. Seventeen female dancers completed the
study; however, one participant was excluded during the statistical analysis due to an
outlier body mass index (BMI) indicative of overweight status, significantly differing from
other group members. This exclusion ensured sample homogeneity and the validity of
the results, as BMI is a potential confounding factor in probiotic health studies. Sixteen
participants proceeded to the final analysis, with eleven receiving the placebo (PLA) and
five receiving the probiotic (PRO) treatment. During the preliminary statistical analysis
of the primary outcome, anandamide (AEA) levels, an additional outlier was identified.
One data point exhibited a substantial deviation from the overall distribution, resulting in
the final group having 15 participants. We conducted our analysis on a per-protocol basis,
including only those participants who completed the trial (N = 15). To monitor adherence
to the probiotic/placebo regimen, participants were asked to maintain daily logs of their
capsule intake and return all the unused capsules at their follow-up visit. Compliance was
verified by counting the returned capsules. Adherence to the intervention was 100%, with
participants consuming the doses corresponding to the full 12-week period (84 days).

2.3. Study Protocol

All the procedures were conducted in the laboratories at Poznan University of Physical
Education, in accordance with established research protocols and ethical guidelines. Re-
cruitment began in October 2022 and concluded in March 2023. Further sample collection
was not possible due to the limited number of willing participants who met the study
criteria. The study would have been discontinued if a significant number of participants
had chosen to withdraw from the intervention. During an informational session, the par-
ticipants were instructed to maintain their habitual dietary patterns throughout the study,
while diligently reporting any dietary changes, the emergence of exclusion criteria, or poten-
tial adverse effects. The participants were also advised to attend the blood sampling session
in a rested state, following a light dinner and a 2-3 day pause from training activities. One
week prior to the trial, anthropometric measurements were conducted using bioelectrical
impedance analysis (BIA), and dietary data were collected. Fasting blood samples (10 mL)
were collected one day prior to the initiation of supplementation with either the probiotic or
placebo and again after 3 months (12 weeks). Blood samples were centrifuged to separate
the serum. The serum samples were immediately frozen and stored for subsequent analysis
using enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs), while morphological analysis was
performed directly following collection.

The study was registered as a clinical trial (www.clinicaltrials.gov (accessed on 22
September 2022); NCT05567653—Effects of Probiotics on Gut Microbiota, Endocannabi-
noid and Immune Activation and Symptoms of Fatigue in Dancers), complied with the
Declaration of Helsinki, and received approval from the Bioethics Committee at the Poznan
University of Medical Sciences (approval no. 412/22). All the study participants provided
their written informed consent. The report follows the CONSORT 2010 guidelines, with a
flowchart of the participant inclusion process presented in Figure 1.
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Recruited Group (n=51)

Participants Meeting Inclusion (_6) ...... Unable to Attend Both
Criteria (n=26) Assessments

\ -3
Baseline Group (n=20) | 3 Parf

(-2
i)
Placebo Group Probiotic Group
(PLA, n=10) (PRO, ﬂ=5)

Figure 1. Flowchart illustrating participant recruitment, inclusion, dropout, and final allocation to

i1

study groups.

2.4. Methods
2.4.1. Outcome Measures

To investigate the interaction between the endocannabinoid system and immune
function, serum concentrations of anandamide (AEA) and lipopolysaccharides (LPS)
were quantified using enzyme-linked immunosorbent assays (double-antibody sandwich
ELISA; SunRed Biotechnology Co., Ltd., Shanghai, China). The assay sensitivity and de-
tection range were as follows: AEA (7.125 ng/mL; 8-2000 ng/mL) and LPS (10.725 EU/L;
12-4000 EU/L). The inflammatory status was assessed by measuring the serum concen-
trations of TNF-«, IL-1f3, and IL-10 using an ELISA (SunRed Biotechnology Company),
with assay sensitivity and detection ranges of TNF-« (2.827 ng/mL; 3-900 ng/mL), IL-1/3
(15.013 pg/mL; 20-8000 pg/mL), and IL-10 (9.012 pg/mL; 10-3000 pg/mL). According to
the manufacturer, the intra-assay coefficient of variation (CV) is less than 10%, and the inter-
assay CV is below 12%. Therefore, minor fluctuations in biomarker concentrations may lie
within the assay’s variability range, potentially masking subtle effects of the intervention.

The Mini-COPE questionnaire was used to assess dispositional stress-coping mecha-
nisms, evaluating typical emotional and behavioral responses under high-stress conditions.
It consists of 28 items, adapted from the original 60-item COPE inventory, designed to
measure habitual ways of reacting to difficult situations. The participants responded
using a four-point Likert scale, ranging from “almost never” to “almost always”. The
tool distinguishes 14 coping strategies, grouped into three major factors: Active Coping,
Avoidance Behaviors, and Seeking Support/Emotion-Focused Coping, with maximum
scores of 18, 30, and 36 points, respectively. Body composition was assessed using bioelec-
trical impedance analysis with a Seca analyzer (Seca GmbH & Co., Hamburg, Germany),
providing detailed metrics on body mass, fat percentage, and lean body mass. Nutritional
status was evaluated through the analysis of 3-day dietary records, assessing energy intake,
macronutrient distribution, and dietary patterns. Nutritional status was also evaluated
using 3-day dietary records and the 14-Item Mediterranean Diet Assessment Tool (MDAT),
which measures adherence to a diet high in fruits, vegetables, legumes, whole grains, fish,
and olive oil, while restricting refined grains, sugar-sweetened beverages, and trans fats.
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These factors are particularly relevant as a person’s BMI may influence components of the
endocannabinoid system (ECS); cholesterol-rich foods are a source of arachidonic acid, a
precursor for anandamide (AEA), and dietary fiber modulates the gut microbiome. Blood
morphology, including white blood cell (WBC) and lymphocyte counts, was analyzed
using flow cytometry with the Synergy 2 SIAFRT analyzer (BioTek, Winooski, VT, USA),
providing insights into immune function and systemic health. These data on body compo-
sition, dietary habits, and blood morphology were used to ensure the homogeneity of the
study group.

Statistical calculations and primary outcome data, including group characteristics,
dietary intake, biomarker measurements, Mediterranean diet adherence scores, and Mini-
COPE responses, are provided in the Supplementary Materials.

2.4.2. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the STATISTICA 13.3 (TIBCO Software Inc.,
Palo Alto, CA, USA) package. For comparing the baseline data between the groups, the t-
test or Mann-Whitney U test was used if the normality condition was not met. The Shapiro—
Wilk test was used to check the data for the normality of the distribution. To evaluate
the correlation between the levels of AEA and LPS, Spearman’s rank-order correlation
was employed. To compare variables after 3 months of supplementation with either the
probiotic or the placebo, the t-test or Wilcoxon test was used if the normality condition was
not met. A two-way analysis of variance (ANOVA) for repeated measures was used to
analyze the differences in regard to the effect of time, group and time x group. For all the
statistical tests, a p value of less than 0.05 was interpreted as statistically significant. For
statistically significant results, the coefficients n2 are presented as an indicator of the effect
size. If statistically significant results had been observed, post hoc analyses with Bonferroni
correction would have been used to adjust for multiple comparisons, ensuring robustness
against Type I errors. Moreover, effect size measures (e.g., Cohen’s d for parametric tests
or rank-biserial correlation for non-parametric tests) would have been calculated to better
interpret the magnitude of the observed effects.

3. Results
3.1. No Baseline Differences in Anthropometric or Dietary Variables Between the Groups

The baseline measurements (BMI, fat percentage, white blood cells, and lymphocyte
counts), used to standardize the study groups, are presented in Table 1. The dancers were
recruited from two groups with similar skill levels, following an identical training regimen.
The comparative analysis of the participants’ diets revealed no significant differences
between the groups. The characteristics of the diet are also presented in Table 1.

Table 1. Baseline characteristics (anthropometrics and diet). All participants were female.

Probiotic (1 = 5) Placebo (7 =11) Total (1 = 16) Placebo vs.
Mean + SD Mean + SD Mean + SD Probiotic
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (p Value)
Dancing activity [hours 16.00 +9.77 17.11 +6.98 16.77 +7.63 0.69b
per week] (9.50-29.00) (8.00-33.00) (8.00-33.00) :
20.00 == 1.30 20.55 == 1.04 20.44 =+ 1.09 R
Age [years] (19-22) (19-22) (19-22) 055
60.10 + 7.31 58.07 = 6.95 58.08 = 6.81 .
Body mass [kg] (48.60—68.30) (49.40-68.70) (48.60—68.70) 0.99
86 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF
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Probiotic (n = 5) Placebo (n =11) Total (n = 16) Placebo vs.
Mean =+ SD Mean =+ SD Mean =+ SD Probiotic
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (p Value)
BMI (body mass index) 20.80 & 2.29 21.05 £ 2.18 21.02 £ 2.13 0934
[kg/m?] (18.10-25.10) (17.70-23.40) (17.70-25.10) :
) 27 +3 27 +4 27 +3
Fat [% body mass] (25-31) (21-31) (21-31) 0.842
594 +1.17 5.54 4 0.84 5.66 & 1.07
9 a
WBC [x107/L] (4.5-6.6) (4.0-7.5) (4.0-7.5) 0-50
2.60 £+ 0.46 234 £ 0.79 242 £ 057
Lymphocytes [x10° /L] (16-33) (18-3.4) (16-3.4) 0.412
Eneray [keal] 2325.54 + 425.00 1999.23 + 279.81 2101.20 + 353.22 0267
ergy ke (1835.0-2842.6) (1588.93-2578.45) (1588.93-2842.6) :
Protein [¢] 100.47 + 21.09 85.29 + 30.13 90.03 & 27.87 0514
& (79.42-130.92) (49.52-154.26) (49.52-154.26) :
Fat [g] 90.47 + 18.72 74.56 + 13.93 79.54 + 16.76 0412
8 (67.02-115.73) (57.69-95.74) (57.69-115.73) :
330.21 + 140.77 216.73 £ 104.36 252.19 + 124.49 .
Cholesterol [mg] (178.32-490.73) (9-372.03) (9-490.73) 0.40
298.79 + 57.98 271.12 + 53.14 279.77 + 54.36 .
Carbohydrates [g] (240.54-376.75) (194.89-359.42) (194.89-376.75) 0.75
Fiber [g] 21.36 & 12.67 28.96 & 15.13 26.59 & 14.44 091 b
8 (15.03-27.63) (16.69-47.68) (15.03-47.68) :
Mediterranean diet 5.46 £ 1.86 6.20 +2.49 5.69 £2.02 0424
adherence [0-14] (3.00-10.00) (3.00-10.00) (3.00-10.00) :

Note: a—t test/ b—Marm—Whit'ney U test.

The baseline data collected indicate favorable and methodologically sound condi-
tions for conducting comparative analyses between the study groups and minimizing the
potential confounding effects in subsequent analyses.

3.2. No Statistically Significant Changes in AEA, LPS, or Cytokine Levels
Following Supplementation

3.2.1. Strong Positive Correlation Between AEA and LPS at the Baseline

In accordance with the expectations derived from the literature review available on
the discussion, the levels of AEA and LPS were found to be correlated (r = 0.9677; p < 0.05),
as assessed by Spearman’s rank-order correlation. This correlation is illustrated in Figure 2.
The clearly visible outlier on the graph was excluded from further analyses.

3.2.2. Directional Trends Observed, but Between- and Within-Group Changes Were
Not Significant

After homogenizing the groups by excluding the outliers, the normality of the data
distribution was assessed using the Shapiro-Wilk test, confirming that there were no
significant deviations from normality (p > 0.05) for all the variables (1 = 5 for the probiotic
group; n = 10 for the placebo group). At the baseline, the probiotic and placebo groups
did not differ significantly in regard to any of the measured biomarkers (LPS (505.05 vs.
579.36 EU/L, p = 0.3391), AEA (253.99 vs. 292.59 ng/mL, p = 0.3329)). A comparison of the
baseline levels of the analyzed indicators between the groups is presented in Table 2.
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Spearman's r = 0.9677 (p < 0.05)
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Figure 2. Correlation between serum anandamide (AEA, ng/mL) and lipopolysaccharide (LPS, EU/L)
levels at the baseline (1 = 16). A strong positive correlation was observed (Spearman’s r = 0.9677,
p < 0.05). The figure displays individual values (blue circles), a fitted regression line (solid red line),
and a 95% confidence interval (dashed red lines). One outlier, identified visually and statistically,
was excluded from further analysis.

Table 2. Between-group analysis at the baseline.

Probiotic Group (1 = 5) Placebo Group (1 = 10)
Mean Baseline Baseline (Independent
(Mean + SD) (Shapiro-Wilk p) (Mean + SD) (Shapiro-Wilk p) t-Test p)
(Min-Max) (Min-Max)
505.05 £ 170.77 579.36 £ 118.50
*
LPS [EU/L7] 299.35-742.17 0-9796 416.63-826.21 0-6987 0-3391
253.99 £ 68,01 292.59 £ 70.98
AEA [ng/mL] 164.05-337 67 0.8996 214.40-432 66 0.1966 0.3329
87.52 £+ 24.40 105.89 + 22.23
TNF-« [pg/mL] 56.75-117.74 0.9029 72.16-139.53 0.8120 0.1671
1300.42 + 298.48 1475.79 + 333.89
IL-16 [pg/mL] 982.44-1689.51 04774 940.79-2090.87 09272 03402
490.03 £ 110.89 515.46 £ 96.86
IL-10 [pg/mL] 393.35-679.28 0.1302 397.89-709.14 0.6118 0.6546

* Endotoxin units per liter.

At the endpoint, the delta values did not indicate a significant magnitude in the
difference between the main biomarkers of interest: LPS (probiotic: 3.48, p = 0.9361; placebo:
56.98, p = 0.0694), AEA (probiotic: —1.11, p = 0.9538; placebo: 14.08, p = 0.4749), and other
measured biomarkers. The data distribution within the groups remained consistent, except
for IL-10 in the probiotic group, wherein a shift was observed (Table 3).

88 ROZPRAWA DOKTORSKA AWF



Microorganisms 2025, 13, 1284 10 of 17
Table 3. Between-group analysis at the endpoint.
Probiotic Group (1 = 5) Placebo Group (1 = 10)
Mean Endpoint Endpoint (Independent
(Mean + SD) (Shapiro-Wilk p) (Mean + SD) (Shapiro-Wilk p) t-Test p)
(Min-Max) (Min-Max)
508.53 & 89.83 636.34 £ 136.85
LPS [EU/L] 382.19-594.96 0.4817 401.08-871.60 0.4620 0.1210
252.83 £+ 41.75 306.67 £ 65.45
AEA [ng/mL] 186.22-283.97 0.1123 192.98-389 58 0.4332 0.0831
97.81 £17.51 113.04 + 22.80
TNF-« [pg/mL] 68.48-115.42 0.1965 76.75-146.56 0.7815 0.2144
1346.94 + 209.28 1580.40 + 325.51
IL-16 [pg/mL] 1001.15-1509.79 01242 1077.65-2183.22 08382 01717
IL-10 [pg/mL] 55620 + 31.95 0.0387 540.40 + 81.99 0.9436 1.0000 *

500.76-583.24

395.87-663.44

* Mann-Whitney U test.

To visualize individual-level variations and group-wise trends, the key outcome data

originally presented in Tables 2 and 3 are shown as column scatter plots (Figure 3).

(A)
n=10 n=>5

450 I o
00 a 400
350 o 350
300 : k 300

i 8

a
250 g ; 250
200 i 200
100 o 100

Placebo Probiotic

© Anandamide at the baseline

o0 Anandamide at the endpoint

(B)

900

800

700

600

500

© 0o 0 @W@mOo® O

400

o

300

900

800

700

600

500

400

300

200

Placebo

200

Probiotic

o Lipopolysaccharide at the baseline

O Lipopolysaccharide at the endpoint

Figure 3. Individual-level data presented as column scatter plots to illustrate the baseline and
endpoint values for (A) anandamide (AEA) and (B) lipopolysaccharide (LPS) in the placebo (1 = 10)
and probiotic (n = 5) groups. Each dot represents a single participant, plotted separately for each

group to visualize the within-group distributions and changes over time. Baseline values are marked

with blue circles, endpoint values with red squares.

Notably, AEA in the probiotic group was the only parameter with a negative delta. A
comparison of the post-intervention results and the differences relative to the baseline for

both groups are presented in Table 4.

AWF

ROZPRAWA DOKTORSKA

89



Microorganisms 2025, 13, 1284 11 0f 17
Table 4. Within-group analysis at the endpoint.
Probiotic Group (1 = 5) Placebo Group (1 = 10)
Mean Delta Paired t-Test Delta Paired t-Test
(& p) (& p)
LPS [EU/L] 3.48 0.0853; 0.9361 56.98 2.0605; 0.0694
AEA [ng/mL] -1.11 —0.0616; 0.9538 14.08 0.7457; 0.4749
TNF-« [pg/mL] 10.28 1.8887;0.1320 7.15 1.2768; 0.2336
IL-1B [pg/mL] 46.52 0.5646; 0.6025 104.61 1.9067; 0.0889
IL-10 [pg/mL] 66.17 0.9439; 0.3452 * 24.95 1.1912; 0.2640

* Wilcoxon signed-rank test (Z; p).

3.3. No Effect of Probiotic Supplementation on Stress-Coping Strategies

Similar to anandamide and the inflammatory markers, no statistically significant
changes were observed in the stress-coping strategies assessed using the Mini-COPE
questionnaire, and the direction and magnitude of such changes did not suggest any
clinically meaningful effect. The results of this analysis are presented in Table 5.

Table 5. Effects of probiotic supplementation on stress-coping strategies assessed using the Mini-
COPE questionnaire before supplementation and after 3 months.

Probiotic Group (i = 5) Placebo Group (1 = 10)
Mean + SD
Pre (Mean + SD) Shapiro-Wilk Post (Mean + SD) Paired t-Test Pre (Mean + SD) Shapiro-Wilk Post (Mean + SD) Paired t-Test
(Min-Max) P L4 (Min-Max) (tp) (Min-Max) P L4 (Min-Max) (tp)
134453 y 124394 ) 1284371 124397 )
Active Coping [0-18] N 03946 o8 0.9535; 0.3943 18 0.5996 i 0.7530; 0.4707
Avoidance Behaviors 14.6 +2.61 13+5 . 148 +£4.73 132 +5.07 .
10:301 1o 00214 0 0.3652; 07150 oo 0.7620 0 0.9130; 0.3850
Seeking
Support/Emotion- 164 + 167 16 42,92 167 + 445 155+ 4.06
Fotused Coping s 03140 ol 0.4313;0.6885 o4 0.3767 0 1.1078; 0.2967
[0-36]

* Wilcoxon signed-rank test (Z; p).

4. Discussion

Although a greater mean increase in lipopolysaccharide (LPS) levels was observed
in the placebo group compared to the probiotic group, and the mean anandamide (AEA)
levels decreased in the probiotic group, while slightly increasing in the placebo group,
these patterns did not reach statistical significance. Therefore, the hypothesis proposed in
the Introduction was not supported by the results. To date, no studies have investigated the
effects of probiotic therapy on endocannabinoid system markers, particularly in physically
active populations. One randomized, double-blind trial in 92 coronary artery disease
patients examined symbiotic supplementation combining inulin and Lactobacillus rhamnosus
GG, observing reductions in lipopolysaccharides (LPS) and inflammatory markers, as well
as a correlation between CB2 receptor expression and LPS levels, indicating improved
gut barrier function [41]. However, the study population and intervention differed sub-
stantially to ours. One of the methodological limitations of our study was the use of an
ELISA to quantify the AEA levels, which is less specific and less sensitive than liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS). Future studies should consider employing
LC-MS for a more accurate assessment of endocannabinoid concentrations.

A number of meta-analyses have demonstrated significant anti-inflammatory effects
of probiotics in clinical and general populations. For instance, a meta-analysis of 26 ran-
domized controlled trials reported a significant reduction in LPS (SMD -0.47, 95% CI -0.85
to —0.09, p = 0.02), along with improvements in gut barrier function and inflammatory
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markers, such as the C-reactive protein (CRP), TNF-«, and IL-6 [42]. Another review of
11 trials confirmed reductions in TNF-«, IL-6, IL-12, and IL-4, and increases in IL-10 [43].
Importantly, a meta-analysis focused on elite athletes found that probiotic supplementation
significantly reduced TNF-« concentrations (-2.31 pg/mL; 95% CI —-4.12, -0.51 pg/mL;
p = 0.01), suggesting potential relevance in physically active individuals [44]. However,
the strain specificity and heterogeneity across studies make it difficult to generalize these
results to the present trial. In our study, no significant changes in the stress-coping strate-
gies (Mini-COPE) were observed in either group over the study period, suggesting that
probiotic supplementation did not meaningfully influence coping mechanisms. Chronic
stress disrupts gut microbiota, leading to dysbiosis and intestinal barrier damage, creating a
cycle where gut dysfunction amplifies stress responses [45]. An increase in blood LPS levels
(“endotoxemia”) activates the immune system, triggering the release of pro-inflammatory
cytokines (TNF-w, IL-1§3, IL-6), which can cross the blood-brain barrier, leading to neuroin-
flammation, HPA axis activation, and behavioral symptoms, such as anhedonia, anxiety,
and low mood, resembling depression or post-traumatic stress disorder (PTSD), as demon-
strated in animal studies wherein LPS induced depression- and anxiety-like behaviors [46].
However, in our study, stress levels were likely lower than in elite endurance athletes or
individuals with diagnosed depression, anxiety, or chronic diseases, potentially affecting
the magnitude of these effects. A potential explanation is the lack of a significant reduction
in lipopolysaccharide (LPS) levels in the probiotic group. Research on Lactobacillus helveticus
R0052 and Bifidobacterium longum R0175 remains mixed. One randomized trial combining
animal and human data showed that this probiotic formulation reduced anxiety-like be-
havior in rats and improved psychological distress and coping strategies in humans [47].
In contrast, another study in individuals with low mood reported no significant changes
in mood or inflammatory markers [48], while a separate trial in patients with major de-
pressive disorder found reductions in depression scores, alongside changes in tryptophan
metabolism, suggesting potential neuroimmune modulation [49]. In vitro studies using the
SHIME® model also support the anti-inflammatory and gut-modulatory potential of these
strains [50]. The systematic review by Heimer et al. (2022) analyzed the effects of probiotics
on immune function, upper respiratory tract infections (URTI), and gastrointestinal (GI)
symptoms in athletes and active individuals. The findings were inconclusive, highlighting
inconsistencies across studies regarding probiotic strains, delivery methods, participant
performance levels, treatment durations, and outcome assessments [51]. These findings are
relevant to our study; the observed variability in probiotic efficacy across different studies
and populations may explain the lack of significant changes in our measured outcomes.

Limitations

Given that all the participants were female, the findings of this study cannot be
generalized to male populations. Sex-dependent differences in the probiotic response and
ECS function suggest that future studies should include both sexes to explore potential
variability. Despite efforts to recruit from multiple dance schools, performance groups, and
theaters, logistical barriers and insufficient male enrollment prevented us from reaching
this target. According to our pre-study power analysis, more than 100 participants would
have been needed to reliably detect such effects. Therefore, all the findings should be
interpreted as exploratory and preliminary.

No follow-up measurements were performed, limiting the ability to evaluate the
sustainability of the observed changes over time. The study design also lacked groups
receiving varying doses of the probiotics or supplementation combined with prebiotics,
which could have provided insights into dose-response relationships and synergistic effects.
Two randomized participants were excluded from the analysis (one due to a BMI outlier
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and one due to an extreme AEA value identified as an outlier). While these exclusions were
made to maintain group homogeneity and data quality, we acknowledge that removing
participants post-randomization can introduce bias. The lack of an intention-to-treat
analysis is a limitation of our study design. The study did not include a sedentary or
low-activity control group, which limits the ability to distinguish the effects of the probiotic
intervention from those related to a high level of physical activity.

It is worth noting that we did not analyze the gut microbiota composition in this
trial. Therefore, any discussion about the microbiota-mediated mechanisms underlying our
results remains speculative. Additionally, dietary intake was assessed only at the baseline.
No method was available to monitor specific dietary components, such as arachidonic acid
intake, which may influence endogenous anandamide (AEA) synthesis and could act as
a potential confounding factor. However, the participants were required to agree not to
introduce major dietary changes during the intervention and to report any deviations, but
no continuous dietary monitoring was performed throughout the study period.

Anandamide (AEA) concentrations were measured using a commercial ELISA kit. We
acknowledge that ELISA, while convenient, is not the gold standard for endocannabinoid
quantification. The sensitivity and specificity of ELISA are lower than those of liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS), which is the preferred method for
precise AEA measurement. The selection of the ELISA was driven by financial constraints
and the technical capacity of the research facility at the time. The ELISA-based methods
used to quantify AEA, LPS, and cytokines are subject to inherent analytical variability;
according to the manufacturer, the intra-assay CV was <10% and the inter-assay CV was
<12%, suggesting that small fluctuations in the measured concentrations may fall within
the scope of assay error and should be interpreted with caution.

Although one of the co-authors holds shares in the company producing the probiotic
used in this study, and another receives financial compensation from the same entity, this
relationship did not influence the design, statistical analysis, interpretation, or reporting
of the findings. Blinding and data management procedures were designed to maintain
objectivity and independence.

5. Conclusions

In our study, no significant impact of Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobac-
terium longum R0175 supplementation was observed on the levels of anandamide (AEA),
lipopolysaccharide (LPS), or inflammatory markers in professional dancers. Although
the study followed a rigorous randomized placebo-controlled design, the small sample
size limits the generalizability and interpretability of the findings. Our findings should
be viewed as exploratory and hypothesis generating. While prior research supports the
anti-inflammatory potential of these strains, the results indicate that their efficacy may
be context dependent in physically active populations. Further studies, with larger sam-
ple sizes and varied intervention designs, are warranted to explore these interactions
more comprehensively.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/microorganisms13061284/s1, Table S1: Group characteristics—
Age, Height, Body Mass, BMI, PAL, and Diet Composition; Table S2: Blood sample measurements—
AEA, LPS, IL-1p3, IL-10, TNF-c; Table S3: Mediterranean Diet Adherence Index (MD index); Table S4:
Stress-coping strategies assessed using the Mini-COPE questionnaire.
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The following abbreviations are used in this manuscript:

AEA Anandamide

AFUs Active fluorescent units

ANOVA Analysis of variance

BDNF Brain-derived neurotrophic factor
BIA Bioelectrical impedance analysis

BMI Body mass index

CB1 Cannabinoid receptor type 1

CB2 Cannabinoid receptor type 2

CFUs Colony forming units

CONSORT  Consolidated Standards of Reporting Trials
ECS Endocannabinoid system

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EU/L Endotoxin units per liter

GI Gastrointestinal

HPA axis Hypothalamic-pituitary—adrenal axis

1BS Irritable bowel syndrome
IL-1B Interleukin-1 beta
1L-10 Interleukin-10
LPS Lipopolysaccharide
MDAT Mediterranean Diet Assessment Tool
Mini-COPE ~ Mini-Coping Orientation to Problems Experienced
MDD Major depressive disorder
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NF-«B Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of Activated B Cells
SCFA Short-chain fatty acids

SD Standard deviation

SHIME® Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem

SMD Standardized mean difference

TNF-o Tumor necrosis factor-alpha

URTI Upper respiratory tract infection

WBC White blood cell
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Abstract: Dancers experience physical and psychological stressors that can impact gut
health. We hypothesized that a three-month supplementation with Lactobacillus helveticus
R0052 and Bifidobacterium longum R0175 would result in measurable alterations in the fecal
metabolomic profile and improve gastrointestinal symptomatology in dancers. Of the
51 volunteers, 26 female dancers were randomized to a 12-week trial (NCT05567653). A
homogenous group of 16 (probiotic: 1 = 5; placebo: n = 11) was analyzed. The participants
received L. helveticus R0052 and B. longum R0175 (3 x 10° colony-forming units/day) or a
placebo. Baseline dietary intake and body composition were recorded. Fecal samples were
analyzed using liquid chromatography-mass spectrometry, and gastrointestinal symptoms
were assessed with the Rome IV questionnaire. Statistical methods included principal
component analysis, mixed-effects models, and analysis of variance-simultaneous compo-
nent analysis (ASCA). The study revealed shifts in the probiotic group’s fecal metabolome
(permutation test p = 0.026), including a reduction in (2RS)-2-(4-hydroxyphenyl)propionic
acid (p = 0.023). No improvement in gastrointestinal symptoms was observed. No adverse
events occurred. L. helveticus R0052 and B. longum R0175 may alter the gut metabolome, no-
tably (2RS)-2-(4-hydroxyphenyl)propionic acid, but small sample size and absent symptom
improvement limit the conclusions. Larger studies with varied doses and blood metabolite
analysis are needed to confirm relevance.

Keywords: gut metabolome; probiotics; sports nutrition; Lactobacillus helveticus R0052;
Bifidobacterium longum R0175

1. Introduction

Dancers experience intense pressure to maintain a specific physique, often adopting
restrictive eating habits that increase the risk of undernutrition and gastrointestinal disor-
ders, while late-night rehearsals disrupt circadian rhythms, impairing sleep and recovery,
and frequent travel exposes them to diverse environments and pathogens, heightening
infection risk [1-5]. Comprehensive nutritional support is essential to help dancers manage
these challenges effectively. Similarly to athletes, dancers inherently experience conditions
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linked to significant gut microbiota and metabolomic changes, as their high-intensity, pro-
longed training—often exceeding 30 min multiple times per week—falls within the exercise
parameters known to alter microbial composition and metabolism [6,7]. The physical
demands of dance, combining aerobic and anaerobic elements, drive metabolic shifts in
energy metabolism, oxidative stress, and recovery, while long-term training fosters sus-
tained metabolomic changes, promoting such metabolites as short-chain fatty acids (SCFAs),
amino acid derivatives, and lipid mediators linked to energy efficiency, anti-inflammatory
responses, and neuromuscular adaptation [8,9]. The ability of dancers to maintain these rig-
orous physical demands positions them as an ideal population for exploring the interplay
between exercise, the gut microbiota, and the metabolome.

Probiotic supplementation has been shown to enhance athletic performance by modu-
lating the gut microbiota and the metabolome, increasing beneficial metabolites such as
SCFAs and reducing inflammation and oxidative stress [10]. This modulation may lead
to increased production of short-chain fatty acids (SCFAs) such as acetate, propionate,
and butyrate. SCFAs play a crucial role in maintaining the intestinal barrier integrity by
serving as energy sources for colonocytes and promoting the expression of tight junction
proteins. Additionally, SCFAs exhibit immunomodulatory effects; for instance, butyrate
has been shown to promote the differentiation of regulatory T cells (Tregs) and suppress
pro-inflammatory cytokine production, contributing to immune homeostasis [11]. In the
context of physical performance, these mechanisms are particularly relevant. Enhanced
intestinal barrier function can reduce the translocation of endotoxins, thereby decreasing
systemic inflammation—a common issue in athletes undergoing intense training. Moreover,
the immunomodulatory effects of SCFAs can support recovery and reduce the incidence
of infections, which are prevalent among athletes due to physical stress [12,13]. Specific
strains, such as those from the Lactobacillus and Bifidobacterium genera, have been shown to
support endurance, reduce fatigue, and enhance nutrient absorption, including branched-
chain amino acids and iron, thereby aiding muscle repair and aerobic capacity [14-16].
Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobacterium longum R0175 are among the most fre-
quently studied probiotics affecting mental health and sleep quality [17-19]. Moreover, they
were shown to produce a range of metabolites, such as SCFAs, gamma-aminobutyric acid
(GABA), and cytokines, which support gut microbiota stability, enhance the intestinal bar-
rier function, and modulate immune responses, all of which are critical for athletes exposed
to high physical and metabolic demands [20,21]. L. helveticus R0052 and B. longum R0175
have been shown to restore the gut barrier integrity and reduce systemic inflammation in
stress-induced models. For example, this probiotic combination significantly reversed in-
testinal hyperpermeability and lowered inflammatory markers in a rat model of myocardial
infarction-induced depression [22]. A study involving Syrian hamsters subjected to social
defeat stress found that administration of L. helveticus R0052 and B. longum R0175 altered
the gut microbial composition and increased levels of anti-inflammatory cytokines such as
interleukin-4 (IL-4), interleukin-5 (IL-5), and interleukin-10 (IL-10) [23]. Various subspecies
of Lactobacillus helveticus and Bifidobacterium longum have been studied for their potential
roles in maintaining the gut barrier integrity and modulating inflammation. For example,
analysis of the cell wall structure of Lactobacillus helveticus using atomic force microscopy
revealed the presence of twisted peptidoglycan fibers approximately 26 nm in thickness,
which may contribute to maintaining the bacterium’s structural integrity and potentially
influence its interactions with the intestinal epithelium [24]. Additionally, Bifidobacterium
longum subsp. infantis FJSYZ1M3 has been shown to ameliorate dextran sulfate sodium
(DSS)-induced colitis in mice by maintaining the intestinal barrier, regulating inflammatory
cytokines, and modifying the gut microbiota. Specifically, this strain improved the integrity
of intestinal tight junctions, relieved mucus layer damage, and inhibited epithelial cell
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apoptosis, thereby maintaining the intestinal barrier. Additionally, it significantly affected
the levels of inflammatory cytokines interleukin-6 (IL-6), interleukin-13 (IL-1f), and IL-10
in the colon, thus relieving inflammation in colitis mice [25].

This study hypothesized that a three-month-long supplementation with a probiotic
containing Lactobacillus helveticus (Rosell-0052) and Bifidobacterium longum (Rosell-0175)
would lead to significant changes in the fecal metabolomic profile of dancers compared
to those receiving a placebo. While dancers do not undergo training as rigorously as elite
athletes such as marathon runners or rugby players, the demands of their physical activity
align with the study’s goals. The research focused exclusively on female participants, as
their enrollment rate was 20 times higher than that of males. Moreover, probiotic effects
might differ based on sex, and including both genders could have introduced variability,
making data interpretation more complex [26]. The primary outcomes included the assess-
ment of untargeted metabolomic shifts and the levels of specific metabolites potentially
influenced by the intervention. Untargeted metabolomics enabled broad comparisons
between groups, identifying metabolic shifts and potential early perturbations without
prior assumptions. As a secondary outcome, we evaluated the impact of probiotic supple-
mentation on gastrointestinal symptoms, including constipation, diarrhea, and sensations
of fullness, measured using the Rome IV questionnaire. We hypothesized that probiotic
supplementation would reduce Irritable Bowel Syndrome (IBS)-like symptoms, such as
abdominal pain and constipation.

2. Results
2.1. Baseline Characteristics

Based on the baseline data, no significant differences were observed between the
placebo and probiotic groups in terms of anthropometric variables, including age, body
mass, BMI (body mass index), body fat percentage, and physical activity levels. Similarly,
the dietary characteristics of the participants were comparable between the two groups at
the start of the study. Parameters such as total energy intake, proteins, fats, total cholesterol,
carbohydrates, sucrose, fiber, and the 14-Item Mediterranean Diet Assessment Tool showed
no statistically significant variations. The characteristics of the groups and the diet are
presented in Table 1. The participant data were previously used in a separate publication
focusing on probiotic effects unrelated to the outcomes reported here.

Table 1. Baseline characteristics of the study group, including data on body mass, body composition,
physical activity levels, and diet.

Placebo (n = 11) Probiotic (n = 5)

Mean + SD Mean + SD p-Value *

Anthropometric characteristics

Age [years] 20.55 £+ 1.04 20.00 £+ 1.30 0.55P
Body mass [kg] 58.07 + 6.95 60.10 +7.31 0.99¢
BMI (body mass index) [kg/m?] 21.05 £+ 2.18 20.80 + 2.29 0932

Fat [% body mass] 27 +£4 27 +3 0.842
Physical activity level [hours per week] 17.11 £ 6.98 16.00 £9.77 0.69 P
Diet composition

Energy [kcal] 1999.23 + 279.81 2325.54 £ 425.00 0.26°
Proteins [g] 85.29 +30.13 100.47 £ 21.09 0512
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Placebo (7 =11) Probiotic (n = 5)

Mean + SD Mean + SD p-Value®
Fats [g] 74.56 £ 13.93 90.47 + 18.72 0412
Total cholesterol [mg] 216.73 + 104.36 330.21 + 140.77 0402
Carbohydrates [g] 271.12 £+ 53.14 298.79 + 57.98 0752
Sucrose [% of carbohydrates] 10.27 + 3.89 6.75 + 2.81 0.09 2
Fiber [g] 28.96 £+ 15.13 21.36 + 12.67 0.91°
Meditarrean diet adherence [0-14] 5.46 + 1.86 6.20 4+ 2.49 0422
Fruits [150-200 g portions per day] 1.64 + 0.67 1.60 £ 0.55 1.00°
Vegetables [200 g portions per day] 2.36 +0.92 3.20 4+ 0.84 0.10°
Legumes [150 g portions per day] 1.55 4+ 1.51 2.40 £251 0.60 P
Nuts [30 g portions per day] 246 +1.44 3.00 £ 1.23 0.56 P
Hematologic markers
WBC (white blood cells) [ x10°/L] 554 + 0.84 594 +1.17 0.502
Lymphocytes [x10°/L] 2.34 +£0.79 2.60 £+ 0.46 041°

Note: * probability under the null hypothesis obtained using t-test or Mann-Whitney U test if normality was not
assumed, ? t-test, P Mann-Whitney U test.

These findings indicate that the groups were homogenous at baseline, providing a
solid foundation for assessing the effects of the probiotic intervention without confounding
factors related to the initial differences in body composition, physical activity, or dietary
habits. Although overall adherence to the Mediterranean diet did not differ substantially
between the groups, the estimated intake levels of specific food groups within this pattern
showed greater variability. Despite the lack of statistically significant differences based
on the Mann-Whitney U test, certain trends, particularly in the consumption of legumes
and vegetables, which are known to significantly influence the gut microbiota composition,
suggest that habitual intake may not have been entirely uniform across the participants.

2.2. Untargeted Metabolomics (Liquid Chromatography—Mass Spectrometry)

Principal component analysis (PCA) did not reveal a distinct clustering of the samples
by intervention group or time point (Figure 1), indicating broadly overlapping global
metabolomic profiles at baseline and post-intervention. Nonetheless, minor differences, po-
tentially attributable to unreported or low-resolution dietary variation, cannot be excluded
as contributors to specific metabolite-level changes, despite efforts to evaluate dietary
adherence and comparability.

A heatmap with log-transformed values visualized metabolic differences, with metabo-
lites as rows and individuals as columns. The difference in concentrations between the
probiotic group (red) and the placebo group (blue) may indicate an intervention-related
shift; however, this does not imply a unidirectional effect (Figure 2). Metabolites were
clustered by similarity, with annotations for group (A—placebo, B—probiotic) and time
(0—pre, 1—post). The metabolite list is in the Supplementary Materials. A permutation
test confirmed a significant intervention effect (p = 0.026), while time and interaction effects
were non-significant, indicating the intervention as the primary driver of change.
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Figure 1. Principal component analysis (PCA) of metabolic profiles at baseline and post-intervention
in the placebo and probiotic groups (A—placebo, B—probiotic). The PCA plot shows individual
samples clustered by intervention group and time point.

A mixed-effects model was applied to evaluate whether the trajectories of metabolite
changes over time varied between the two intervention groups. The analysis revealed
that one metabolite, (2RS)-2-(4-hydroxyphenyl)propionic acid, demonstrated the strongest
statistical association, with an uncorrected p-value of 0.023, based on the Kenward-Roger
approximation. These findings are visualized in Figure 3A. The predictor effect plot illus-
trates the coefficients for the fixed effects, including intervention, time, and their interaction.
The significant interaction observed appears to be driven predominantly by baseline differ-
ences between the groups. In addition to the mixed-effects model, a multivariate empirical
Bayes analysis of variance (MEBA) was performed (Figure 3B) to assess temporal profiles
across biological conditions. MEBA identified (2RS)-2-(4-hydroxyphenyl)propionic acid as
one of the metabolites with the highest differential time-dependent response between the
intervention groups.

The ASCA (ANOVA-simultaneous component analysis) identified four metabolites as
“well-modeled,” indicating their strong contribution to defining the metabolic differences
between the groups. Among these, (2RS)-2-(4-hydroxyphenyl)propionic acid stood out
as a key metabolite linked to the intervention, as highlighted by their significance in the
mixed-effects model. These findings, together with observations from the heatmap and
fold change analyses (Table 2), suggest that the intervention induces distinct metabolic
shifts. Only metabolites with a log, fold change greater than 2 were selected from the
cross-sectional analysis, corresponding to at least a fourfold increase in the probiotic group.
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Figure 2. Heatmap of log-transformed metabolite values for placebo and probiotic groups (metabolite

list available in Supplementary Materials). Rows represent metabolites, columns—individual samples.

Color coding shows concentration differences (red = higher, blue = lower). Clustering indicates

metabolic shifts due to the intervention. The heatmap displays log-transformed (non-normalized)

metabolite intensities; negative values represent low-concentration features with intensity values

below 1 prior to transformation.
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Figure 3. Predictor effect plot (A) and MEBA (B): intervention and time effects on (2RS)-2-(4-
hydroxyphenyl)propionic acid.
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Table 2. Cross-sectional analysis at the endpoint showing metabolites with altered concentrations in
the probiotic group compared to baseline (log, fold change > 2).

Metabolite Fold Change log, (FC)
Hippuric acid [M-H]~ 8938.800000 13.1260
Curcumin (NIST EL) [M+H]* 354.050000 8.4678
Hyocholic acid (microbiome) [M-H]~ 0.036575 —4.7730
Quinic acid [M+AcO-H]~ 23.103000 4.5300
Genistein [M-H] ™~ 21.530000 4.4283
Estriol [M-H]~ 18.119000 41795
Naringenin (microbiome) [M-H]~ 12.869000 3.6858
Taurine [M-H]™ 0.119930 —3.0597
Alpha-linolenic acid [M-H]~ 6.776500 2.7605
Alpha-linolenic acid [M+FA-H]~ 6.574100 2.7168

3a,12a-dihydroxy-7-oxo-5b-cholan-

24-oic acid (microbiome) [M-H]~ 0.172040 —2.5392
Peimine [M+H]* 5.497000 2.4586
Kaurenoic acid [M-H] ™~ 0.202690 —2.3027
?ml\ierggi r5n g“[‘i‘\f[‘jrﬁiha“‘ﬂ 4.839600 2.2749
Cholic acid [M-H]~ 0.222740 —2.1666
Valproic acid [M-H]~ 4.270200 2.0943

Cross-sectional analysis at the endpoint revealed substantial changes in metabolite
levels following probiotic supplementation, with several compounds, including hippuric
acid and curcumin, showing marked increases (log,FC > 2). However, not all fold changes
reached statistical significance due to interindividual variability. Some of the identified
metabolites, such as curcumin and naringenin, may reflect the intake of phytochemical-rich
supplements; however, none of the participants reported the use of such supplements in
the relevant section of the dietary records, and adherence to the Mediterranean diet pattern,
used to assess dietary similarity between the groups, did not reveal marked differences. To
further assess the robustness of these findings, a t-test (Table 3) was performed, identifying a
subset of metabolites that exhibited statistically significant differences between the probiotic
and placebo groups.

An FDR of ~0.46 indicates that after correction, none of the metabolites reached
statistical significance. However, this does not exclude biologically relevant effects, as FDR
correction is highly conservative in small sample sizes and can mask meaningful trends,
especially in exploratory studies.

Table 3. Metabolites with significant differences at the endpoint (t-test results). The ¢-statistic shows
the direction and magnitude of the change, with negative values indicating lower levels in the
probiotic group. The p-value represents significance before correction, while the false discovery rate
(FDR) adjusts for multiple comparisons.

Metabolite t-Test p-Value —logio (p) FDR
Hyocholic acid (microbiome) [M-HI- —2.8552 0.012719 1.8955 0.45892
L-phenylalanine [M-H]~ —2.7714 0.015002 1.8239 0.45892

AWF ROZPRAWA DOKTORSKA 103



Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, 5823 8 of 18

Table 3. Cont.

Metabolite t-Test p-Value —logio (p) FDR
L-tryptophan [M-H]~ —2.6018 0.020902 1.6798 0.45892

1-Aminocyclohexanecarboxylic acid
(NIST EL) [M+H]*

L-phenylalanine [M+H]* —2.4408 0.028545 1.5445 0.45892

3a,12a-dihydroxy-7-oxo-5b-cholan-24-
oic acid (microbiome) [M-H]™

Kaurenoic acid [M-H]~ —2.3055 0.036961 1.4323 0.45892

D-citramalic acid lithium salt
(microbiome) [M-H]~

5-Aminopentanoic acid [M-H] ™~ —2.1452 0.049965 1.3013 0.45892

2.5913 0.021336 1.6709 0.45892

—2.4157 0.029951 1.5236 0.45892

2.2485 0.041167 1.3855 0.45892

2.3. Gastrointestinal Complaints (Rome-1V Questionnaire)

Gastrointestinal symptom assessment showed a general reduction in both groups,
though most changes were not statistically significant. As shown in Table 4, only consti-
pation showed a significant time effect (p = 0.0298). No significant effects were found for
postprandial fullness, abdominal pain, menstrual pain, or diarrhea.

Table 4. Gastrointestinal complaints assessment before (Pre) and after (Post) the intervention
(12 weeks between Pre and Post).

PLA (1 = 11) PRO (1 = 5) 2-Way ANOVA
Mean + SD Mean + SD p-Value (n?)
Pre Post Pre Post Group Ttime Group x Time
Postprandial
fullness 291+138 2324131 300+154 3004183  0508(0.032) 0592 (0.021) 0.592 (0.021)
[0-10]
?:ii"[g‘_‘;‘g]l 5004155 4454137 4004158 3804179 0308 (0.074)  0.182(0.124) 0.525 (0.294)
;\gf;‘i(t)r_‘ﬁ‘)l] 727 £405 555+321 680+421 560428  0.905(0.001)  0.224 (0.104) 0.822 (0.004)
Corizt_‘fg]“"“ 416+139 336+167 3924095 2844185  0.603(0.020)  0.030 (0.295) 0.724 (0.009)
Diarrhea
[0-10] 3644201 2734142 240+£167 2204084  0262(0.089)  0.242 (0.096) 0.448 (0.042)

3. Discussion

This is the first study to evaluate the untargeted gut metabolome in artistic athletes
following a 3-month probiotic supplementation period. The present study shows that
participation in a 3-month study involving a probiotic formula consisting of Lactobacil-
lus helveticus R0052 and Bifidobacterium longum R0175 may affect the gut metabolome of
professional dancers. Research on the metabolomic effects of L. helveticus R0052 and B.
longum RO175 is limited, but some evidence supports their influence. A study using the
SHIME® (Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem, ProDigest BV, a spin-off
from Ghent University, Ghent, Belgium) model in adults with mild anxiety found that a
two-week supplementation increased acetic acid and total SCFAs while modulating the
gut microbiota, notably boosting Lactobacillus and Olsenella and reducing Lachnospira and
Escherichia/ Shigella [27].
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The key metabolite 2-(4-hydroxyphenyl)propionic acid (2-HPP), identified in our anal-
ysis, is involved in the gut microbial metabolism of isoflavonoids such as genistein and
daidzein from soy. According to the Human Metabolome Database, 2-HPP is present in sev-
eral biofluids, including blood and urine [28]. Probiotics can modulate the gut microbiota
and influence the metabolism of plant-derived antioxidants by affecting microbial enzyme
activity, such as the 3-glucuronidases involved in isoflavone deconjugation [29]. This may
enhance alternative pathways and increase the production of 2-(4-hydroxyphenyl)propionic
acid (2-HPP), a gut-derived metabolite of genistein from soy [30]. Along with dihydro-
genistein, 2-HPP is produced via microbial cleavage of genistein’s isoflavonoid structure,
indicating active microbial metabolism and subsequent absorption [31]. For example, the
bacterial strain SY8519 can convert daidzein into O-desmethylangolensin and produce
optically active 2-HPP from genistein, with chiral HPLC confirming the R-enantiomer. In
adipocyte studies, both genistein and 2-HPP inhibited leptin secretion, though 2-HPP was
less potent [32]. 2-HPP has been associated with effects on lipid metabolism, including the
inhibition of lipid accumulation and improvement of lipid processing [33]. The anaero-
bic gut bacterium Eubacterium ramulus, commonly present in the human gut, metabolizes
flavonoids such as genistein and daidzein into 2-HPP and O-desmethylangolensin by break-
ing down flavonoid rings into hydroxyphenylpropionic and hydroxyphenylacetic acids,
along with acetate and butyrate [34]. Its flavonoid-degrading activity has been confirmed
both in vitro and in vivo, including in rats fed quercetin, where 3,4-dihydroxyphenylacetic
acid was detected in feces. Probiotic-driven microbiome enrichment may support the
colonization of E. ramulus, as flavonoid-rich diets are known to increase its abundance [35].
Studies on isoflavone and lignan metabolism show that gut microbiota-mediated degly-
cosylation increases flavonoid aglycones (e.g., quercetin, kaempferol), enhancing their
bioavailability and activity. A decline in antioxidant activity and phenolic content, along-
side elevated levels of 3,4-dihydroxyphenylacetic acid, 2-HPP, protocatechuic acid, and
catechol, indicates partial or full flavonoid catabolism by the microbiota [36]. Moreover,
2-HPP has been linked to increased Bifidobacterium abundance in rats, and long-term intake
of phenolic compounds suggests 2-HPP may contribute to gut microbiota modulation and
adaptation [37]. The reduced 2-HPP levels in the probiotic group may reflect enhanced
intestinal absorption or increased microbial conversion into secondary metabolites, both
influenced by probiotic-driven changes in the gut microbiota. These results support the
hypothesis that probiotics significantly alter the gut metabolome, particularly in pathways
linked to plant antioxidant metabolism. To date, no studies have directly examined 2-HPP
in the context of athletic performance or health. While specific studies on 2-HPP in athletic
populations are lacking, the general benefits of polyphenol metabolites on exercise perfor-
mance and recovery have been documented. For instance, polyphenol supplementation
has been associated with improved aerobic endurance and fat oxidation in athletes [38].

The magnitude of fold change (FC)—in some cases exceeding several orders—indicates
a robust biological response to probiotic supplementation. Notably, hippuric acid levels
increased markedly in the probiotic group post-intervention. Hippuric acid is a well-
established host microbiota co-metabolite, produced through the microbial metabolism
of dietary polyphenols and aromatic amino acids [39]. Elevated hippuric acid levels are
commonly linked to enhanced microbial activity and polyphenol-rich diets, correlating with
greater microbiota diversity [40]. Our results may indicate that the intervention modulated
microbial pathways associated with hippurate production, possibly by enhancing the
biotransformation of dietary polyphenols or aromatic amino acids such as phenylalanine.
Changes also affected polyphenol-related and diet-derived metabolites closely linked
to gut microbiota activity [41]. Naringenin and genistein levels increased markedly in
the probiotic group after intervention. These findings may suggest enhanced microbial
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release and bioavailability potentially influenced by probiotic activity, an effect that was
not evident in the placebo group. However, this observation may also reflect uncontrolled
intake of specific dietary components, as the participants were instructed—but not strictly
monitored—to maintain identical dietary habits prior to the first and second sampling
time points.

The probiotic intervention may have modulated the bile acid profile, as indicated
by lower endpoint levels of certain bile acid derivatives—such as hyocholic acid—in the
probiotic group. This aligns with known probiotic activity, particularly bile salt hydrolase
(BSH)-mediated deconjugation, which reduces conjugated bile acids while releasing free
bile acids and amino acids such as taurine or glycine [42,43]. Furthermore, bile acids,
including HCA, interact with host receptors such as the farnesoid X receptor (FXR) and G
protein-coupled bile acid receptor 1 (TGR5), which play roles in regulating inflammation
and maintaining the intestinal barrier integrity [44]. The observed reductions in tryptophan
and phenylalanine levels following probiotic supplementation may result from enhanced
microbial metabolism of these aromatic amino acids. Probiotics can modulate the gut
microbiota composition, leading to increased catabolism of tryptophan via the kynurenine
pathway and phenylalanine through various microbial enzymatic activities. This enhanced
microbial utilization could decrease the systemic availability of these amino acids, as
supported by studies indicating that probiotic intervention influences aromatic amino acid
metabolism [45,46] and our observation regarding HCA levels.

In our study, we did not observe significant improvements in gastrointestinal symp-
toms such as abdominal pain or bloating following probiotic supplementation, as assessed
by the Rome IV criteria. The absence of symptom improvement may reflect low baseline
GI symptom severity (e.g., compared to marathon runners or IBD patients) or inaccura-
cies in dietary reporting during the intervention. However, a reduction in constipation
frequency was noted across both groups, which may reflect not only a placebo effect but
also the impact of increased self-monitoring and adherence to study-related behavioral
recommendations, such as maintaining hydration, regular meal timing, or reduced train-
ing load prior to sample collection [47]. Although probiotics are considered a promising
intervention for functional gastrointestinal disorders such as IBS—with some clinical trials
and meta-analyses reporting symptom relief, particularly in Rome IV-diagnosed patients—
these findings remain inconsistent due to considerable heterogeneity and strain-specific
effects [48,49]. In light of previous preclinical findings, it is noteworthy that the combi-
nation of L. helveticus R0O052 and B. longum R0175 has been shown to attenuate visceral
hypersensitivity and normalize the hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis activity
more effectively than either strain alone, suggesting a synergistic effect in regulating stress-
induced alterations in gut-brain signaling [50].

Limitations

This study has limitations that should be considered. The small sample size, largely
due to difficulties in assembling homogeneous groups, may reduce generalizability. Al-
though we attempted to recruit participants from various dance academies, performance
ensembles, and theaters, practical constraints and a low number of male volunteers ulti-
mately hindered us from achieving the intended sample size. However, the strict exclusion
criteria improved group uniformity and minimized confounding. As the study sample
consisted exclusively of female participants, the results cannot be extrapolated to male
populations. Considering the potential sex-based differences in both probiotic respon-
siveness and endocannabinoid system function, future research should aim to include
male participants to examine possible divergences in outcomes. Although recruitment
efforts extended across several dance academies, performance ensembles, and theater
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groups, practical limitations and a lack of male volunteers made it impossible to achieve
a sex-balanced cohort. The lack of follow-up and financial constraints prevented testing
different probiotic doses or prebiotic combinations, limiting insights into dose-response or
synergistic effects. Differences in baseline concentrations of certain key metabolites, such as
2-(4-hydroxyphenyl)propionic acid, may confound the interpretation of intervention effects.
Although statistical models accounted for time and group interactions, the presence of base-
line imbalance reduces the strength of causal conclusions and should be addressed in future
studies through stratified randomization or covariate adjustment. The absence of symptom
improvement may be due to microbiota variability, low dosage, or short intervention. The
lack of symptom improvement may have been influenced by the low baseline severity of
gastrointestinal symptoms (for example, compared to marathon runners or individuals
with inflammatory bowel disease) or by insufficiently accurate reporting of dietary intake
and its fluctuations throughout the intervention period. Future research should explore
personalized probiotic strategies and targeted metabolomics to better connect microbial
changes with clinical outcomes.

4. Materials and Methods
4.1. Study Group

The study involved female dancers aged 18-36, training over 8 h weekly. The ex-
clusion criteria included recent injuries, probiotic/prebiotic use, hospitalization, travel to
tropical regions, or use of antibiotics, cannabis, or anabolic steroids within three months.
Recruitment took place between October 2022 and March 2023 at an academic institution
specializing in physical education, with additional efforts made at local dance schools
and theaters. The study included female dance students from the Academy of Physical
Education and was conducted during the busiest period of the semester with the highest
academic workload. Of the 51 volunteers, 26 met inclusion criteria and were randomized
(block size 4; www.randomizer.org, accessed on 22 September 2022) by the probiotic manu-
facturer. The double-blind design ensured that neither the participants nor the investigators
knew group assignments, with allocation known only to the manufacturer. Although the
participants were carefully selected based on body composition and physical activity crite-
ria, the intended group size could not be reached. Beyond the dropout reasons outlined
below, recruitment was hindered by several factors, including the very low number of
male volunteers (only two expressed interest), late wake-up times caused by evening
rehearsals and performances that conflicted with morning sample collection, challenges
in coordinating fecal sample delivery for parallel analyses, and difficulties in ensuring
dietary consistency across the intervention period. Ultimately, university participants were
the only group able to meet study demands, as their schedules—often spanning 8 AM to
8 PM—included academic courses, physical training, choreography, and teaching practice.
Some also performed in theaters, adding weekend workload. These conditions contributed
to significant physical and psychological strain during the study period. Six participants
withdrew: three without explanation and three due to missed sample or supplement col-
lection. An additional three were excluded due to incomplete data or protocol deviations.
One participant was removed as a BMI outlier. The final analysis included 16 participants:
11 in the placebo group and 5 in the probiotic group.

The probiotic group received Lactobacillus helveticus R0052 (CNCM 1-1722) and Bifi-
dobacterium longum R0175 (CNCM 1-3470) (Sanprobi® Stress; Sanprobi sp. z 0.0. sp.k.,
Szczecin, Poland; lyophilisate by Lallemand Health Solutions, Mirabel, Quebec, Canada) at
a daily dose of 3 x 10? colony-forming units (CFU) / active fluorescent units (AFU) per cap-
sule for 12 weeks. Placebo capsules, identical in appearance, contained maltodextrin and
cornstarch. Both interventions were identically packaged and labeled only with participant
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numbers and instructions. To assess the participants” adherence to the probiotic or placebo
regimen, they were instructed to record their daily capsule intake and to bring back any
unused capsules during the final visit. Capsule counts were used to verify compliance. All
the participants completed the intervention as planned, with full dose consumption over
the 12-week (84-day) period, indicating 100% adherence. All the participants gave written
informed consent. Study procedures followed the Declaration of Helsinki and were ap-
proved by the Bioethics Committee (Poznan University of Medical Sciences) with approval
number. 412/22. The trial was registered at ClinicalTrials.gov (NCT05567653—Effects of
Probiotics on Gut Microbiota, Endocannabinoid and Immune Activation and Symptoms
of Fatigue in Dancers) and reported in line with CONSORT (Consolidated Standards of
Reporting Trials; Centre for Statistics in Medicine (CSM), NDORMS, University of Oxford,
Oxford, UK) 2010, with the participant flow shown in Figure 4. The participants were fully
informed of the study’s aims, procedures, risks, and right to withdraw. No adverse effects
occurred, and no participant discontinued due to tolerability, confirming both products
were safe and well-tolerated. The protocol allowed for early termination if significant
dropout had occurred.

Recruited Group (n=51)

Participants Meeting Inclusion Unable to Attend Both Assessments
Catimry | > @=6)
Baseline Group (n=20)  eoeeeeennennennannnes > Withdrawn Participants (n=3)
Completed Study (n=17)  cvvnvennsnnssnnnnnnnd > Excluded as Outliers (n = 1)
Placebo Group (PLA, n=11) Probiotic Group (PRO, n=5)

Figure 4. Study inclusion flow diagram. The diagram illustrates the recruitment process, inclu-
sion and exclusion criteria, and final participant distribution into the placebo (PLA) and probiotic
(PRO) groups.

All the procedures related to sample collection and data acquisition were conducted
at Poznan University of Physical Education in accordance with the established research
protocols and ethics guidelines, using facilities equipped with freezers suitable for proper
sample storage. One week before blood sampling, the participants underwent anthropo-
metric measurements and provided dietary data. During an information session, they were
instructed to maintain habitual dietary habits, report any changes, and notify investiga-
tors of new exclusion criteria or adverse events. They were also asked to arrive for stool
collection rested, after a light evening meal and 2-3 days without physical training. Stool
samples (10-30 g) were self-collected using non-sterile kits, frozen immediately at —18 °C
in the participants” home freezers, and then transferred to a —80 °C laboratory freezer for
long-term storage. Samples were transported on dry ice to the analytical facility to maintain
frozen conditions and ensure sample integrity.
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4.2. Methods

To assess the probiotic’s impact on the gut metabolome, fecal samples were analyzed
using ultra-high-performance liquid chromatography (UHPLC) with mass spectrometry
(MS): 500 pL of a mixture of methanol, water, and acetonitrile in the proportions of 50:25:25
(v/v/v) with the addition of deuterated internal standards was added to 60 mg of feces.
The samples were shaken at 2000 rpm at 4 °C for 30 min to dissolve the metabolites in the
solution and precipitate the protein. In the next step, the samples were centrifuged for 4 min
at a speed of 4000 rpm and at a temperature of 4 °C. After the samples were centrifuged,
the supernatant was transferred to chromatography tubes through a 0.22 pm syringe filter.
The prepared samples were analyzed on the same day using LC-MS. QC samples were
prepared by mixing test samples in equal proportions and prepared in the same way
as the test samples. The analysis was carried out on an ExionLC liquid chromatograph
equipped with a binary pump, an autosampler, and a column thermostat, coupled with a
Triple TOF 6600+ mass spectrometer (Sciex, Framingham, MA, USA). The separation was
carried out on a Phenomenex Luna® Omega 1.6 um polar C18 150 x 2.1 mm (https:/ /www.
phenomenex.com/products/luna-omega-hplc-column/luna-omega-polar-c18, accessed
on 9 November 2023) column for 45 min in gradient separation. The mobile phases were
as follows: Phase A—water with 10 mM ammonium acetate, Phase B—acetonitrile with
0.1% formic acid. The injection volume was 2 uL and the column temperature was 20 °C.
The phase flow was 0.2 mL/min. Spectral analysis was performed in the positive ion
mode with a capillary voltage of 5500 V, curtain gas (CUR)—25 psi, ion source gas 1
(GS1)—45 psi, ion source gas 2 (GS2)—60 psi, and the ion source temperature of 400 °C and
in the negative ion mod with a capillary voltage of 4500 V, curtain gas (CUR)—25 psi, ion
source gas 1 (GS1)—45 psi, ion source gas 2 (GS2)—60 psi, and the ion source temperature
of 350 °C. The spectrometer collected spectral data in the SWATH mode in the range
from 50 m/z to 850 m/z. The obtained spectral spectra were analyzed using SCIEX OS
software (version 3.3.1, Framingham, MA, United States) and integrated SCIEX All-In-
One HR-MS/MS, NIST, and own databases. Identification was based on the analysis of
precursor ions and their fragments resulting from the breakdown of the metabolite in the
collision cell. The mass error was 2 ppm for precursor and fragment ions. Metabolomic
preprocessing included a reliability filter (RSD > 25%) and interquartile filtering to exclude
the top 5% of outliers. Untargeted metabolomics enabled broad group comparisons and
detection of early metabolic shifts without prior assumptions. Due to the exploratory
nature of the study, no sample size calculation was conducted, as the aim was hypothesis
generation rather than confirmation. Data were not normalized but log-transformed before
analysis. Metabolomic analysis was performed using MetaboAnalystR v4.0.0 (Xia Lab,
McGill University, Montréal, QC, Canada). Principal component analysis (PCA) was
used to explore global variation, and ANOVA-simultaneous component analysis (ASCA)
assessed intervention and time effects, with significance tested via 1000 permutations.
Longitudinal analysis included both intervention (PLA vs. PRO) and time (Pre vs. Post),
using mixed-effects models with Kenward—-Roger approximation to evaluate metabolite
changes and their interaction over time. Cross-sectional analysis was performed at baseline
and at the endpoint to identify metabolites with notable fold changes between the probiotic
and placebo groups. T-tests were then applied to determine which of these differences
were statistically significant, with p-values reported alongside false discovery rate (FDR)
corrections to account for multiple comparisons.

Nutritional status was assessed using 3-day dietary records and the 14-Item Mediter-
ranean Diet Assessment Tool (MDAT), which evaluates adherence to a diet high in fruits,
vegetables, legumes, whole grains, fish, and olive oil and low in refined grains, sweet-
ened beverages, and trans fats. The participants completed real-time dietary records
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independently, later reviewed with researchers, while the MDAT was conducted via in-
terview. Gastrointestinal function was assessed using selected Rome IV criteria questions
on IBS-related symptoms (abdominal pain, postprandial fullness, diarrhea, constipation).
Anthropometric measurements, including body composition, were performed using bio-
electrical impedance analysis (SECA GmbH & Co., Hamburg, Germany). Physical activity
was reported as weekly exercise hours, and blood morphology was analyzed to support
the evaluation of nutritional status. Dietary and anthropometric assessments ensured
baseline group comparability. Baseline group comparisons were conducted using the ¢-test
or the Mann-Whitney U test when normality (assessed via the Shapiro-Wilk test) was
not met. For the Rome IV questionnaire outcomes, two-way repeated measures ANOVA
evaluated main effects of time, group, and their interaction. Statistical significance was
set at p < 0.05, with n? coefficients reported for significant results to indicate effect size.
Power analysis (« = 0.05, power = 0.80) indicated that 113 participants per group would be
required to detect significant differences in the Rome IV variables (G*Power). Bonferroni
or FDR correction would have been applied post hoc to control for multiple comparisons.
Given the ordinal nature of the questionnaire data, nonparametric tests or mixed-effects
models were considered for assessing within- and between-group changes. Analyses were
performed using STATISTICA 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA).

No trial outcomes were modified after study initiation. We confirm that there were
no important changes to the methods after the commencement of the trial. The study was
discontinued due to difficulties in recruiting a larger number of eligible participants.

5. Conclusions

Our findings indicate that Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobacterium longum
R175 may modulate the gut metabolome, though their clinical relevance remains unclear.
The small sample size and focus on dancers limit broader applicability. Baseline differences
in (2RS)-2-(4-hydroxyphenyl)propionic acid between the groups complicate interpretation
of post-intervention effects, and the high false discovery rate suggests a possible type I error.
As such, these results are exploratory and require confirmation in larger studies. Future
trials should examine 2-HPP in blood and urine and assess different doses and synbiotic
combinations, especially given the absence of adverse effects. According to the Strength
of Recommendation Taxonomy (SORT), this study qualifies as Level B evidence with a
strength of recommendation of C due to its limited sample size and absence of significant
clinical effects.
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SCFA Short-chain fatty acid
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