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Recenzja pracy doktorskiej
mgr. inz Agaty Janczy pt. ,,Wplyw diety redukcyjnej i suplementacji probiotyku na

mikrobiom i przepuszczalnos$¢ jelit u osob z nadwaga i otyloscia”

Otylo$¢ jest chorobg przewlekla bez tendencji do samoistnego ustgpowania. Nadwaga
jest stanem przedotytosciowym, gdzie skuteczna profilaktyka moze uchroni¢ przed
wystgpieniem choroby i jej nastgpstw. Otytos¢ jest powodem wielu zaburzen metabolicznych
takich jak: insulinooporno$¢, zaburzenia gospodarki weglowodanowe;j i lipidowej oraz choréb
towarzyszgcych, m.in. nadci$nienia tetniczego, cukrzycy typu 2, dny moczanowej, kamicy
zOkciowej, miazdzycy i jej powiklan, oraz niektorych nowotworow. Przyczyn otylosci
mozemy szuka¢ wsrdd czynnikow Srodowiskowych, psychologicznych, metabolicznych i
genetycznych. Coraz czgscie] w patogenezie nadmiernego gromadzenia tkanki thuszczowej w
ustroju i jej stanu zapalnego wymienia si¢ udzial mikrobiomu gospodarza. Wiadomym juz
jest, ze ekosystem bakterii jelitowych jest bardzo indywidualny, jednak zdecydowanie mniej
zréznicowany u o0séb otytych niz z prawidlowa masa ciata. W stanie dysbiozy bakterie
patogenne moga powodowaé pogorszenie pracy bariery jelitowej, endotoksemi¢ ustrojowa,
zwigkszyé pozyskiwanie energii z pozywienia (dzigki zdolnoSci do rozkladania

niestrawialnych polisacharydow i zwigkszonego wytwarzania krotkotaficuchowych kwasow
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thuszczowych) i w ten sposdb przyczyniaé si¢ do gromadzenia tkanki thiszczowej i
niealkoholowego sthuszczenia watroby. Badania wykazuja, ze mechanizmem dzigki ktéremu
mikrobiota jelitowa sprzyja magazynowaniu thiszczu w adipocytach moze by¢ hamowanie
ekspresji genu kodujacego czynnik tkankowy indukowany glodzeniem (FIAF). Tak wigc,
modyfikacja sktadu mikrobiomu jelitowego poprzez dietoterapi¢ i probiotykoterapi¢ wydaje
si¢ by¢ obiecujacg strategia wspomagajaca obnizenie ryzyka wystgpowania nadwagi czy
otyloéci, a jednocze$nie elementem wspierajacym wieloletnig terapi¢ choroby przewlekie;
jaka jest otylosc.

Praca ma typowy uklad dla pracy doktorskiej, sklada si¢ z pigciu rozdziatow,
pi$miennictwa, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykazu tabel, schematow i
wykreséw, aneksu pracy (zawierajacego analize czgstosci spozycia na podstawie
kwestionariusza FFQ-6, przyktad jadtospisu 14-dniowego w diecie 1400 kcal). Przedstawiona
jest na 128 stronach, posiada 37 tabel, jeden schemat i 16 wykresow.

We wstepie Doktorantka przedstawia podstawy teoretyczne przeprowadzonych badan.
Dotycza one charakterystyki choroby, jaka jest otylo$¢, jej epidemiologie, klinik¢ oraz
zwigzek z mikrobiotg jelitowa. Doktorantka opisuje funkcje mikrobiomu w organizmie
cztowieka oraz metody oceny ekosystemu jelitowego. Podkresla wspotdziatanie mikrobioty z
komorkami uktadu immunologicznego, z utrzymaniem integralnosci nabtonka jelit. Funkcja
immunologiczna bakterii jelitowych dotyczy réwniez eliminacji szkodliwych antygenow i
produkcji mediatoréw stanu zapalnego. Wiele wynikéw badah wskazuje, ze zaklocenie
homeostazy mikrobiomu jelitowego zwigksza przepuszczalno$¢ bariery jelitowej, co w
obrazie  klinicznym  moze  manifestowa¢  si¢  zaburzeniami  metabolicznymi,
autoimmunologicznymi i neurorozwojowymi. Poza tym coraz wigcej mamy dowodow
naukowych na to, ze zmiany w mikrobiomie jelitowym mogg wptywac¢ na ogdlnoustrojowy
stan zapalny, w tym stan zapalny toczacy si¢ w wisceralnej tkance tluszczowej, zmiany
sekrecji adipocytokin, co moze mie¢ wptyw na zwigkszenie opornosci tkanek na insuling.
Poza tym lipopolisacharydowe ostonki bakterii gram ujemnych oraz wytwarzane przez
bakterie jelitowe krotkotancuchowe kwasy tluszczowe SCFA mogg uruchomi¢ wiele
proceséw, majacych negatywny wplyw na metabolizm cziowieka, np. wplywac¢ na
wydzielanie peptydu PYY (ktéry spowalnia pasaz tresci jelitowej i ulatwia pobieranie
energii), czy stymulowa¢ aktywnosé lipazy lipoproteinowej (co sprzyja magazynowaniu
tkanki tluszczowej) i inne. Natomiast modyfikacja sktadu mikrobiomu jelitowego poprzez
dietoterapi¢ wydaje si¢ by¢ obiecujaca strategia, wspomagajaca obnizenie ryzyka nadwagi i

zachorowania na otylo$¢. Kolejnym tematem oméwionym przez Doktorantke we wstepie jest



charakterystyka zonuliny jako markera stabilnosci bariery jelitowej oraz laktoferyny jako
markera stanu zapalnego.

Wstep jest dobrym wprowadzeniem do celu pracy. Mgr inz. Agata Janczy podjeta sig,
oceny wystepowania stanu zapalnego, przepuszczalnosci jelit oraz zmian liczebnoSci
wybranych rodzajéw bakterii i grzybow w kale pacjentow zakwalifikowanych do leczenia
dietetycznego nadwagi i otytosci oraz oceny wptywu probiotyku na skad mikrobiomu jelit u
0s6b poddawanych redukcji masy ciata. Jej hipoteza badawcza opierata si¢ na zalozeniu, ze u
0s0b z podwyzszonym BMI obecny jest przewlekty, subkliniczny stan zapalny w obrebie
jelit, zwigkszona przepuszczalno$¢ jelitowa oraz nieprawidlowy sklad mikrobiomu
jelitowego. Natomiast zastosowanie diety opartej o rekomendacje Polskiego Towarzystwa
Dietetyki (PTD) oraz podaz probiotyku wplywa korzystnie na sktad mikrobiomu jelit oraz
skuteczno$¢ redukcji masy ciata.

Doktorantka przeprowadzita badanie wérdd 56 pacjentow z nadwagg lub otytoécia (44
kobiety 1 12 mezczyzn), zglaszajacych si¢ w celu redukcji masy ciata do Poradni
Dietetycznej, Katedry Zywienia Klinicznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Ograniczeniem pracy byla rezygnacja z badania 3 pacjentow oraz 19 kolejnych, ktérzy nie
dostarczyli do badania drugiej probki katu. Badanie miato charakter pojedynczej proby
zaslepionej z zastosowaniem randomizacji losowej do grupy badanej (z probiotykiem) i
kontrolnej (otrzymujacej placebo). Ostatecznie badanie ukoficzyto 25 0sob z grupy Probiotyk
1 tylko 12 0s6b z grupy Placebo.

W trakcie pierwszej wizyty odbywata si¢ kwalifikacja (zgodnie z przyjetymi
kryteriami wiaczenia) oraz przydzielenie pacjentow do grup. Prawdopodobnie w trakcie tej
wizyty (lub na wizycie drugiej?) zbierano wywiad zywieniowy, wykonano pomiary
antropometryczne, ustalono schemat postgpowania dietetycznego, wypetniono kwestionariusz
czestosci spozycia FFQ. W trakcie wizyty drugiej wszystkie osoby dostarczyty dwie probki
katu do oznaczen mikrobiologicznych oraz do podzniejszego oznaczenia zonuliny i
laktoferyny, a nastgpnie objasniono im postepowanie dietetyczne (indywidualng diete
redukcyjng). Grupa placebo (n=20) miata zlecone przyjmowanie 2 tabletek dziennie,
podobnie jak czg§¢ grupy badanej Probiotyk (n=20 - 2 tabletki z probiotykiem), a 16 0sob z
tej grupy — mialo przyjmowaé 4 tabletki z probiotykiem dziennie (czego jednak nie
uwzgledniono w ostatecznej analizie wynikéw, z powodu finalnie matej liczebno$ci podgrupy
— czyli jakiej ?— jest to dla mnie niezrozumiate gdyz 16 0s6b juz mozna poddawaé analizom
statystycznym) 1 polaczono grupe Probiotyk przyjmujacg 2 lub 4 tableteki z probiotykiem

dziennie (co budzi moje zastrzezenie, po pierwsze ma rézne mozliwosci wplywu dwéch




roznych stezen bakterii probiotycznych oraz sugestii badanym osobom, kto nie jest w grupie
placebo, bo przyjmuje wigcej tabletek — a wtedy nie jest to juz pojedyczno zaslepiona proba).
Nastepnie wszyscy uczestnicy badania odbywali 6 spotkan kontrolnych, co 2 tygodnie
(analizowano przestrzeganie diety i ilo§¢ zuzytych tabletek Placebo lub Probiotyku). W
trakcie széstego spotkania kontrolnego pacjenci przyniesli drugie probki katu do badan
mikrobiologicznych i koficowych oznaczen zonuliny i laktoferyny (ile wiec bylo ostatecznie
ocenianych prob?). Suplemantacja symbiotykiem Sanprobi Super Formula (firmy Sanprobi
Sp. z o. o. zawierajagcym siedem Zywych szczepéw bakterii probiotycznych oraz dwa
prebiotyki) trwata 12 tygodni. Obie badane grupy byty dobrze dobrane pod wzgledem wieku i
BMI (brak roznic istotnych statystycznie). Badanie mikrobiologiczne prébki katlu wykonano
dwukrotnie z uzyciem testu KyberKompakt w laboratorium Instytutu Mikroekologii w
Poznaniu. Dla oceny ewentualnych korelacji pomiedzy stanem jelit pacjentow, a liczebnoscig
drobnoustrojéw w przewodzie pokarmowym, bakterie przedstawione w wynikach posiewow
podzielono na trzy grupy w zaleznosci od pemionych przez nie funkcji w organizmie
(mikroflora ochronna, mikrobiota immunostymulujaca, mikrobiota proteolityczna). Stezenie
zonuliny w kale oznaczano przy uzyciu testu zonulin ELISA Immundiagnostik AG, Germany,
a stezenie laktoferyny w kale przy uzyciu testu Lactoferrin ELISA Immundiagnostik AG,
Germany. Do analizy wynikéw uzyto wiasciwie dobranych metod statystycznych.

Doktorantka uzyskane wyniki przedstawita w sposob czytelny na 52 stronach i w
aneksie pracy. Poniewaz kryterium wlaczenia do badania byto BMI>25 kg/m’, to nalezatoby
przedstawi¢ ile os6b w kazdej z grup mialo nadwagg, a ile otylos¢ (zakres BMI wahat sie
bowiem od 25,1 — 56,4 kg/m?), a jest to istotne w tak matej badanej grupie, gdyz osoby z BMI
bliskim 25 kg/m® mogly mie¢ skiad bakterii jelitowych zblizony do 0séb z prawidlows masg
ciafa. Doktorantka skupita si¢ jednak na fakcie, ze $rednie BMI w obu badanych grupach nie
roznito sig¢ istotnie statystycznie i wskazywalo na otyloéé. Moje kolejne pytanie do
Doktorantki brzmi — ile ostatecznie bylo analizowanych oséb z grupy Placebo n=20 czy
n=12? oraz ile z grupy Probiotyk n=36, czy n=25?). Czy pierwsze i drugie probki kahu byty
analizowane u tych samych oséb na poczatku i na koficu eksperymentu, czy dla innej
liczebnosci - pierwsze probki katu (n= 56), a dla innej — drugie probki (n=37)? (jak to si¢ ma
do schematu przebiegu badania przedstawionego na str. 27. Nie ma tez w pracy
charakterystyki grupy koncowe;j).

Analiza statystyczna nie wykazala istotnych réznic w czesto$ci spozycia wybranych
produktow spozywczych w obu badanych grupach przed rozpoczeciem niniejszego badania

(mogloby to korzystnie wskazywaé, e czynnik zywieniowy w obu grupach os6b z nadwaga




i/lub otytych nie byt czynnikiem zaklécajacym badanie, pod warunkiem, ze nie ulegl zmianie
w trakcie eksperymentu). Analizie poddano zmiany BMI przed oraz po interwencji
zywieniowej i podawanym placebo/probiotyk. Nie zaobserwowano roznic istotnych
statystycznie pomig¢dzy badanymi grupami ani przed ani po wykonanym eksperymencie.
Natomiast wykazano istotny statystycznie spadek BMI w obu grupach po 12 tygodniach.
Analiza post hoc (Dunna test) w obu badanych grupach wykazata istotny spadek masy ciata w
101 12 tygodniu diety w stosunku do wyjsciowej masy ciafa oraz istotny spadek masy ciala w
tygodniu 12 w stosunku do 2 tygodnia terapii (czy byly to analizy tylko grupy n=37?).
Natomiast charakterystyka porownawcza badanych grup pod wzgledem zawarto$ci tkanki
thuszczowej, bezthiszczowej masy ciata, wody i podstawowej przemiany materii nie wykazata
istotnych statystycznie réznic w obu badanych grupach. Budzi jednak moje zastrzezenia
doktadno$¢ pomiaru sprzgtu uzytego do tego badania (np. duze obnizenie beztluszczowej
masy ciata w grupie Placebo w 2 tygodniu do 54,3 (10,8) kg 1 wzrost do 62,7 (19,6) kg w 4
tygodniu, po czym ponowny spadek w 6 tygodniu i wzrost w 8 tygodniu itd., co tez mialo
wplyw na BMR w tej grupie). Ostatecznie wykazano, ze masa tkanki tuszczowej w grupie
pacjentéw stosujacych probiotyk istotnie zmniejszyla si¢ w 12 tygodniu w stosunku do masy
tkanki thuszczowej wyjsciowej, a w grupie Placebo - istotnie zmniejszyta si¢ w 12 tygodniu w
stosunku do masy tkanki tluszczowej wyjéciowej oraz istotnie zmniejszyta si¢ w 12 tygodniu
w stosunku do masy tkanki thiszezowej w 2 tygodniu diety. Oceniajac stezenie markerow
stanu zapalnego i przepuszczalnosci jelit w badanych grupach Doktorantka wykazata brak
istotnych statystycznie zmian w stgzeniach zonuliny i laktoferyny w kale zaréwno przed jak i
po obserwacji (czy dotyczyly one tych samych 0s0b?). Obserwowala jednak obnizenie
stezenia badanych markerow w grupie przyjmujacej probiotyk, natomiast wzrost zonuliny i
laktoferyny w grupie przyjmujacej placebo. Nie obserwowano zwigzku stgzenia zonuliny i
laktoferyny w probkach katu z wiekiem ani BMI wyjSciowym czy koncowym.

Doktorantka podjeta si¢ réwniez analizy mikrobiologicznej probek kati. Analiza
statystyczna zmian liczebnosci bakterii w posiewie 1, pelniacych funkcje ochronne w
przewodzie pokarmowym nie wykazata istotnych statystycznie réznic w liczebnogci
poszczegolnych drobnoustrojow, natomiast w posiewie 2, zaobserwowano, ze liczebno$é
bakterii Bacteroides spp. w grupie Placebo byla istotnie statystycznie wyzsza niz w grupie
Probiotyk. Poréwnanie wynikéw otrzymanych z badania bakteriologicznego wykonanego
przed i po 12 tygodniach nie wykazata istotnych réznic w obu badanych grupach pod
wzgledem liczebnosci bakterii petniacych funkcje immunostymulujgce ani pod wzgledem

liczebnoédci bakterii nalezgcych do grupy proteolitycznych. Nie wykazano tez roznic w



proporcjach bakterii Firmicutes do Bacteroides, ani istotnych statystycznie zalezno$ci
liczebnosci grzybow drozdzopodobnych Candida albicans ani drozdzakéw ogbétem w obu
badanych grupach. W tabelach prezentowane sg istotnosci i réznice miedzy grupa Probiotyk i
grupg Placebo, ale chetnie dowiedziatabym sie o istotno$ci roznic w obrebie poszczegdlnych
grup przed i po interwencji.. np. co do kazdej badanej bakterii wskaznikowej w posiewie 11w
posiewie 2 w grupie Probiotyk u tych samych 0s6b?

Doktorantka po zakonczeniu obserwacji wykazata ujemng korelacj¢ pomiedzy
stezeniem zonuliny w kale, a liczebno$cig bakterii z rodzaju Bacteroides oraz bakterii
petnigcych funkcje ochronne w grupie Placebo, natomiast w grupie Probiotyk — stwierdzono
ujemng korelacje pomigdzy stezeniem zonuliny w kale, a liczbg bakterii Escherichia coli,
Enterococcus spp. oraz grupy bakterii petnigcych funkcj¢ immunostymulujagcg. Doktorontka
zwrécita uwage na fakt, ze w grupie Placebo przed przystgpieniem do badania stezenie
zonuliny w probkach katu pacjentéw bylo istotnie statystycznie wyzsze u o0sob, ktore
nastgpnie redukowaly mase ciala wigcej niz 5,5 kg. W grupie Probiotyk, po zakonczeniu
badania stgzenie zonuliny bylo istotnie nizsze u pacjentow redukujgcych powyzej 5,5 kg masy
ciala, co mogloby sugerowaé, ze wickszy ubytek masy ciala oraz ewentualna
probiotykoterapia wptywaja na poprawe pracy bariery jelitowej. Oceniajac zwigzek stezenia
laktoferyny w probkach katu z oznaczanymi bakteriami Jjelitowymi Doktorantka stwierdzita
w grupie Placebo, iz wraz ze wzrostem stezenia laktoferyny rosta liczebno$é bakterii
Lactobacillus spp. i Clostridium spp. oraz grupy bakterii proteolitycznych. W grupie
Probiotyk nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji. Rozdziat Wyniki zakonczony jest
bardzo warto$ciowym podsumowaniem, co utatwia zebranie wynikow i wnioskowanie.

Dyskusja uzyskanych wynikéw przeprowadzona jest rzeczowo, w oparciu o dobrg
znajomosc¢ literatury tematu na 11 stronach. Z pozycji recenzenta zabraklo mi w tej dyskus;ji
najnowszych metaanaliz dotyczacych wptywu dtugoterminowe;j probiotykoterapii na redukcje
masy ciata, z ktérych wynika, ze bakterie probiotyczne nie wplywaja znaczaco na
zmniejszenie masy ciata, ale na zmniejszenie stanu zapalnego w ustroju oraz poprawiajg
parametry metaboliczne tj. insulinowrazliwo$¢, glikemi¢ na czczo, lipidogram oraz
przyczyniaja si¢ do zmniejszenia stluszczeniowej niealkoholowej choroby watroby. Przy
publikowaniu pracy sugerowatabym tez usunigcie z pi§miennictwa prac pogladowych i
zmiang cytowan na prace oryginalne.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka sformutowala 5 wnioskow
koncowych, podsumowujgcych uzyskane wyniki. Uzasadniajg one postawione cele badania,

chociaz nie zawsze sa adekwatne z przedstawionymi wynikami (widze rozbieznosci np.




migdzy wnioskiem 1 a podsumowaniem na str. 68 punkt 6 i 7). Poza tym moze warto we
wnioskach zaznaczy¢, Zze stgzenie zonuliny w grupie Probiotyk obnizylo sie po
eksperymencie, a w grupie Placebo zwigkszylo si¢ (pod warunkiem, ze analizowano tyle
samo 0sob przed i po interwencji), podobnie jak stgzenie laktoferyny (obnizylo sie w grupie
Probiotyk i podwyzszyto si¢ w grupie Placebo).

Z pozycji Recenzenta uwazam, ze tematyka badan, jaka podjeta si¢ Doktorantka jest
ciekawa, bo dotyczy bardzo waznego tematu jakim jest wptyw mikrobioty na prace bariery
jelitowej, badz jej zwigkszong przepuszczalno$é, integracje z systemem immunologicznym i
procesami metabolicznymi toczacymi si¢ w ustroju gospodarza. Gratuluje Pani Promotor i
Doktorantce wyboru tego tematu. Bardzo cenne jest przedstawienie nie tylko redukcji masy
ciata po zastosowanej kontrolowanej dietoterapii przez 12 tygodni, ale réwniez analiza sktadu
jelitowych bakterii wskaznikowych w probkach katu przed eksperymentem oraz po
interwencji dietetycznej i probiotykoterapii z podziatem tych bakterii na mikrobiote ochronna,
immunostymulujacg i proteolityczna, z indentyfikacja grzybéw drozdzopodobnych i grzybow
pleSniowych oraz jednoczesnym monitorowaniem markera stanu zapalnego — laktoferyny w
probkach katu oraz markera stabilno$ci bariery jelitowej — zonuliny w probkach katu. Moim
zdaniem najwartosciowszg czescig tej dysertacji sa korelacje pomigdzy mikrobiomem jelit a
zonuling i laktoferyng oraz parametrami antropometrycznymi.

Praca jest napisana bardzo starannie, pigkng polszczyzng, (chociaz doktorantka nie
ustrzegla si¢ bledow literowych, co nie umniejsza warto$ci przedstawionej mi do recenzji
pracy). Praca ta ma walory poznawcze i implikacje kliniczne. Co prawda wnioskowanie jest
zbyt odwazne w stosunku do liczebnos$ci badanych grup (12 oséb bez probiotyku i 25 0s6b z
probiotykiem — z r6znym stezeniem bakterii probiotycznych).

Uwazam, ze praca odpowiada wymogom stawianym tego typu pracom doktorskim.
Pokreslenia wymaga bardzo doktadne przeanalizowanie tematu, sprawdzenie wszystkich
postawionych hipotez oraz umiej¢tnos¢ opracowania statystycznego uzyskanych wynikow.
Dlatego tez, wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk o Zdrowiu z Oddziatem
Pielegniarstwa i Instytutem Medycyny Morskiej i Tropikalnej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie mgr inz. Agaty Janczy do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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