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Streszczenie

Stale rosngca zachorowalnos¢ na choroby metaboliczne, w tym niealkoholowe sttuszczenie watroby,
otytosé i cukrzyce typu 2, sktania naukowcédw do poszukiwania nowych terapeutykéw wptywajacych
na poprawe gospodarki lipidowej. Jednak farmakologiczne leczenie zaburzeri metabolicznych
zwigzanych z gospodarka lipidowg jest trudne i niesie za sobg duzg liczbe efektéw ubocznych. Dlatego
tez w ostatnich latach zaobserwowano zintensyfikowanie badan dotyczacych naturalnych
fitozwigzkéw i ich wykorzystania w prewencji choréb metabolicznych. Wséréd bioaktywnych
sktadnikéw rodlin na szczegdlng uwage zastuguja zwigzki fenolowe. Mogg one  wptywaé na
homeostaze lipiddw poprzez hamowanie aktywnosci enzymaéw lipolitycznych, zmniejszenie akumulacji
lipidéw i wychwytu wolnych kwasdéw ttuszczowych, oddziatywanie na potencjat mitochondrialny
i wytwarzanie ATP na skutek aktywnosci antyoksydacyjnej. Szczegdlnie wazna jest zdolnosé zwigzkow
fenolowych do zmniejszenia proceséw lipogenezy i glukoneogenezy, istotnie zaburzonych w stanie
sttuszczenia komarek watroby i tkanki ttuszczowe]j. Wysokie stezenia wolnych kwasdw ttuszczowych
moga dziatad lipotoksycznie wobec komérek tkanek obwodowych, jak miesnie szkieletowe.

Do roélin bogatych w skiadniki bioaktywne nalezy kalina koralowa (Viburnum opulus L.).
W Europie Wschodniej owoce kaliny wykorzystywane sg do wytwarzania dzemdw, konfitur
i nalewek, zas w Turcji produkowany jest z nich fermentowany niealkoholowy napdj
o wiasciwosciach prozdrowotnych. Aktywnosé biologiczna owocdw V. opulus wynika z jej bogatego
sktadu, w ramach ktérego moina wymieni¢ zwigzki fenolowe, w tym flawonoidy, antocyjany oraz
proantocyjanidyny, a takze witamine C, karotenoidy oraz irydoidy. Dotychczas tylko nieliczne badania
in vitro potwierdzajg wiasciwosci przeciwzapalne, przeciwotytoiciowe oraz przeciwcukrzycowe
owocow kaliny koralowej.

W niniejszej pracy okreslono wtasciwosci cytoprotekeyjne preparatdw uzyskanych z owocéw V. opulus
wobec ludzkich komdrek hepatocytdw linii HepG2 oraz szczurzych komdarek mioblastéw linii L6. Ocenie
aktywnosci biologicznej poddano cztery wyjéciowe preparaty z kaliny koralowej, a mianowicie sok
uzyskany z owocow, zwigzki fenolowe wyizolowane z soku w wyniku ekstrakcji do fazy statej oraz
preparaty uzyskane z wyttokéw po ekstrakcji metanolowo-acetonowe] lub acetonowej. Badane
preparaty charakteryzowaty sie wysoka zawartoscig zwigzkéw fenolowych, zas analiza profilu
fenolowego metodg UPLC-PDA-Q/TOF-MS potwierdzita obecno$¢ flawanoli, flawonoli, antocyjanéw
oraz kwaséw hydroksycynamonowych, a takze kwas chlorogenowy jako dominujgcy zwigzek fenolowy.
Preparaty z owocow kaliny koralowej charakteryzowaty sie wysoka aktywnoscig antyoksydacyjng
w badanym ukfadzie komdrkowym.

Wptyw preparatéw z owocéw V. opulus na metabolizm lipidow i ich cytoprotekeyjne dziatanie
okreslono dla komoérek hodowanych w warunkach standardowych oraz indukowanego sttuszczenia
przy uzyciu kwaséw palmitynowego i oleinowego oraz ich mieszaniny. W przypadku komdrek
sttuszczonych preparaty zmniejszaty stres oksydacyjny, redukowaty akumulacje lipidéw, a takze
zwiekszaty pobieranie glukozy zaréwno przez komérki hepatocytéw, jak i mioblastow.

Celem wyjasnienia molekularnego mechanizmu dziatania zwigzkéw fenolowych owocdw
V. opulus w komdrkach HepG2 przy uzyciu metody Western blott poddano ocenie poziom biatek
istotnie zaangazowanych w metaholizm lipidéw pod katem procesu lipogenezy — procesu syntezy
lipidow odgrywajacego gtdwng role w rozwoju niealkoholowego sttuszczenia watroby, otytosci
i insulinoopornosci, a mianowicie kinaze biatkowga AMPK regulujacg aktywnosé lipogenicznych biatek
SREBP-1c, ACC oraz FAS. Podczas gdy kwasy ttuszczowe zwiekszaly poziom badanych biatek, to
preparaty z owocow V. opulus intensyfikowaty poziom fosforylacji AMPK (zwigkszony poziom pAMPKa



Thrl72) oraz zmniejszaly poziom biatek SREBP-1c, ACC oraz FAS. Podona tendencja zaobserwowana
zostata réwniez w warunkach ko-inkubacji komdrek z kwasami ttuszczowymi i preparatami kaliny.
W przypadku ko-inkubacji komérek HepG2 z preparatami i kwasami ttuszczowymi wysokie
wspdtczynniki korelacji Pearsona potwierdzily, Ze wzrost poziomu pSREBP-1c i pACC wynika ze
zwiekszonej aktywnosci AMPK. Dalsze badania wskazaty, iz w komérkach HepG2 aktywacja AMPK jest
wynikiem fosforylowania reszty Thrl72 w obrebie jej podjednostki katalitycznej a przeprowadzonej
przez kinaze LKB-1. Co istotne, zaobserwowano réwniez allosteryczng aktywacje AMPK, ktéra wynika
ze zwiekszenia wewnatrzkomdrkowego stosunku AMP/ATP pod wptywem badanych ekstraktow.
Pozwala to na przypuszczenie, ze ten ztozony mechanizm aktywacji AMPK jest odpowiedzialny za
obnizenie akumulacji lipidéw w komédrkach hepatocytéw inkubowanych z preparatami z owocéw
V. opulus w warunkach indukowanej steatozy.

W zwigzku z tym, Ze zaburzona gospodarka glukozy przyczynia sie do pogtebiania procesu stfuszczenia
komérek i ich insulinoopornoéci, poddano analizie poziomy hiatek uczestniczgcych w sygnalizacji szlaku
receptora insulinowego — jego substratu IRS-1 oraz formy fosforylowanej (pIRS-1), transporteréw
glukozy GLUT4 oraz PTP-1B — negatywnego regulatora szlaku receptora insulinowego
defosforylujgcego pIRS-1. Inkubacja komérek HepG2 z kwasem palmitynowym spowodowala
zwiekszony poziom PTP-1B z jednoczesnym zmniejszeniem poziomu plIRS-1, Ko-inkubacja komérek
z badanymi preparatami skutkowata zwiekszeniem fosforylacji IRS-1 (wiekszy poziom pIRS-1) oraz
Zzmniejszyta poziom PTP-1B. Nie obserwowano natomiast zmian w poziomie transportera GLUT4,
a jedynie poprawe procesu pobierania glukozy, zwigkszenie poziomu glikogenu oraz zmniejszenie
poziomu glukozy uwalnianej przez komérki do podtoza. Wyniki sugeruja, ze oprécz pozytywnego
wptywu na metabolizm lipidéw, preparaty z owocdw V. opulus zwiekszajg wrazliwosé komdrek na
insuline w warunkach ich sttuszczenia.

Biorac pod uwage fakt, ze kwas chlorogenowy stanowit blisko 70% puli wszystkich zidentyfikowanych
zwigzkéw fenolowych owocéw kaliny koralowej, postanowiono ocenié czy aktywnoéé badanych
preparatow jest wynikiem aktywnosci samego kwasu chlorogenowego. Inkubacja komérek HepG2 i L6
wraz ze stezeniami kwasu chlorogenowego odpowiadajacymi zawartosci tego zwigzku w stosowanych
niecytotoksycznych stezeniach preparatéw wykazata jego duzo niisza aktywnosé biologiczng
w poréwnaniu do wyjsciowych preparatdw (lub jej brak). Sugeruje to potencjalny synergizm dziatania
zwigzkéw fenolowych owocéw kaliny koralowej. Potwierdzity to dalsze badania skupiajace sie na
frakcjach uzyskanych z najbardziej aktywnego preparatu (oczyszczonego soku) po jego rozdziale na
ztozu Sephadex™ LH-20. Zadna z 5 uzyskanych frakcji (zawierajacych réine grupy zwigzkéw
fenolowych) nie wykazata zblizonej lub wyzszej aktywnosci biologicznej wobec komérek HepG2 i L6 od
oczyszczohego soku.

Kluczowym aspektem niniejszej pracy doktorskiej byto okreélenie aktywnosci $wiezego soku (jako
preparatu o potencjalnym zastosowaniu w przemysle spozywczym) oraz oczyszczonego soku (jako
bioaktywnego sktadnika zywnosci funkcjonalnej lub suplementéw diety) po procesie symulowanego
trawienia in vitro. W wyniku oczyszczenia uzyskanych mieszanin potrawiennych metoda ekstrakcji do
fazy statej uzyskano frakcje zwigzkéw fenolowych strawionych preparatéw, dla ktérych nastepnie
okreslono aktywnos¢ biologiczng. Preparat Swiezego soku utracit swojg cytoprotekeyjng aktywnodé,
podczas gdy preparat oczyszczonego soku zmniejszat akumulacje lipidéw oraz wychwyt wolnych
kwaséw ttuszczowych, obnizat poziom reaktywnych form tlenu i zwiekszat pobieranie analoga glukozy
w  warunkach ,normalnych” i przy indukowanym sttuszczeniu. lednakie proces trawienia
oczyszczonego soku spowodowat obnizenie jego aktywnosci o blisko 50%. Badania te pozwolily na
potwierdzenie zachowania aktywnosci cytoprotekecyjnej zwigzkédw fenolowych soku kaliny koralowej



w warunkach indukowanego sttuszczenia po procesie trawienia i jednoczesnie moga sugerowad ich
funkcjonalnosé. Aktywng frakcje zwigzkéw fenolowych oczyszczonego soku kaliny koralowej stanowity
w wigkszosci pochodne kwaséw hydroksycynamonowych, w tym kwas chlorogenowy oraz jego
izomery — kwas neochlorogenowy i kwas kryptochlorogenowy. Pozostate zwigzki fenolowe (flawanole,
flawonole i antocyjany) zidentyfikowane w preparacie poddanym trawieniu ulegty catkowitej lub
czesciowe] degradacji podczas procesu trawienia in vitro.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki potwierdzaja celowoéé stosowania preparatéw
z owocdw kaliny koralowe] (gféwnie oczyszczonego soku, zasobnego w zwiazki fenolowe)
w prewencji choréb metabolicznych zwigzanych z zaburzong gospodarka lipidowa. Owoce kaliny moga
stanowi¢ doskonaty surowiec do wzbogacania zywnodci funkcjonalnej lub preparatéw
farmaceutycznych o charakterze suplementdéw diety.



