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Otytosc i towarzyszace jej choroby, takie jak cukrzyca typu 2 (ang. Type 2 Diabetes Mellitus,
T2DM) stanowig jeden z najpowazniejszych problemdéw zdrowotnych na catym swiecie. W tym
kontekscie poszukuje sie nowych lekéw przeciwcukrzycowych, w tym ukierunkowanych na
aktywacje receptoréw sprzezonych z biatkiem G (z ang. G Protein-Coupled Receptor, GPCR).
Konieczne jest takie opracowanie nowych strategii zywieniowych mogacych tagodzié
dolegliwosci zwigzane z tymi chorobami. Potencjalnym kandydatem mogacym wzbogacac
diete oséb cierpigcych na choroby metaboliczne jest rokitnik zwyczajny (Hippophae
rhamnoides L.). Olej z jego owocdw jest zrodtem wielu substancji bioaktywnych, takich jak
kwasy ttuszczowe, karotenoidy, sterole i tokole. Owoce rokitnika sg takie surowcem
szczegdlnie bogatym w izomer cis jednonienasyconego kwasu palmitooleinowego (ang.
Palmitooleic Acid, POA), znanego takze jako kwas 9-heksadecenowy (16:1n-7). Badania
przedkliniczne i epidemiologiczne dowodzg, ze POA wptywa korzystnie na parametry
metaboliczne zaburzone w T2DM i otytosci. Z drugiej strony, wiele badan wskazuje na
korelacje miedzy podwyzszonym poziomem POA w surowicy a T2DM, zaostrzonym stanem
zapalnym, chorobg wiericowg lub sttuszczeniem watroby. Co wiecej, POA istnieje w postaci
dwéch izomerdw: cis i trans. lzomer trans jest syntezowany w przewodzie pokarmowym
przezuwaczy i wystepuje w niewielkich ilosciach w produktach przemystu mleczarskiego.
Istniejg opinie, ze w przeciwienstwie do szkodliwych dla zdrowia izomeréw trans
otrzymywanych w procesach utwardzania (uwodornienia) olejéw roslinnych, izomer trans
kwasu palmitooleinowego ma korzystny wptyw na zdrowie cztowieka. Jednakie w wielu
publikacjach (nawet tych najnowszych) brak jest informacji, ktéry z izomeréw POA byt
przedmiotem badan. Brak jest takze badan porédwnawczych na temat aktywnosci
biologicznych obu izomerdw.

W SsSwietle kontrowersyjnych danych na temat POA oraz rosngcego zainteresowania
wigczaniem do diety oleju z owocoéw rokitnika, konieczne staje sie przeprowadzenie
porownawczych badan aktywnosciizomerdw cis i trans kwasu palmitooleinowego oraz olejéw
z owocéw rokitnika. W niniejszej rozprawie doktorskiej oceniono potencjat
przeciwcukrzycowy oleosoméw pochodzacych z pieciu odmian owocéw rokitnika zwyczajnego
(Prozracznaja, Luczystaja, Golden Rain, Botaniczeskaja Ljubitelskaja i Maryna) oraz olejow z
odmiany Luczystaja. Owoce tej odmiany uzyto do przygotowania oleju ttoczonego na zimno,
ekstrahowanego z wykorzystaniem CO2 w stanie nadkrytycznym, ekstrahowanego heksanem
lub acetonem metodg Soxhleta. Z oleju ekstrahowanego heksanem uzyskano takze olej
oczyszczony weglem aktywnym oraz estry etylowe kwasow ttuszczowych rokitnika
zwyczajnego. Badane oleosomy i oleje poddano réwniez procesowi lipolizy nasladujacej
proces ich trawienia w przewodzie pokarmowym.

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze trawiony olej ekstrahowany heksanem
metoda Soxhleta oraz trawiony olej oczyszczony weglem aktywnym w najwyzszym stopniu
stymulujg wydzielanie insuliny stymulowanej glukozg (ang. Glucose-Stimulated Insulin
Secretion, GSIS), aktywujac cztery receptory zaangazowane w utrzymanie homeostazy glukozy
i lipidow (GPR40, GPR55, GPR119 oraz GPR120). Zaréwno cytotoksyczne dziatanie badanych



olejow, jak i ich aktywnos¢ insulinotropowa wynikata z obecnosci wolnych kwasow
ttuszczowych (ang. Free Fatty Acid, FFA) uwolnionych w wyniku trawienia in vitro.
Potwierdzono to badajgc aktywnosc poszczegdlnych kwasow ttuszczowych obecnych w oleju
z owocow rokitnika (w stezeniach odpowiadajgcych ich zawartosci w oleju) oraz ich
mieszaniny. Najwyzszg indukcje wydzielania insuliny sposréd wszystkich kwaséw zawartych w
oleju z owocéw rokitnika wykazat kwas palmitooleinowy. Wigzat sie on takze ze wszystkimi
badanymi receptorami GPCR, preferujgc wigzanie z GPR40, co potwierdzono w badaniach
modelowania molekularnego wykonanych w Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w todzi.

W wyniku przeprowadzonych analiz sktadu oleosomoéw otrzymanych z owocédw pieciu odmian
rokitnika zwyczajnego, wykonanej na Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim, odmiane Golden
Rain uznano za najcenniejszg pod wzgledem wysokiej zawartosci POA i karotenoidéw. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze rdznice zawartosci POA nie réznity sie istotnie miedzy odmiang Golden
Rain (32.8 £ 0.0 g/100 g oleju), a kolejng pod wzgledem ilosci POA odmiang Luczystaja (31.7 +
0.0 g/100 g oleju). Wszystkie trawione oleosomy wykazaty wiekszy potencjat cytotoksyczny
wzgledem komoérek B trzustki linii mysiej MING oraz ludzkiej EndoC-BH1 niz nietrawione prdéby.
W kolejnym etapie pracy zbadano zdolnos$¢ oleosoméw do indukowania GSIS. Trawione
oleosomy otrzymane z owocéw rokitnika odmiany Maryna wykazaty najwyzszg aktywnos¢
insulinotropowg w komérkach B trzustki myszy i cztowieka.

Kierujgc sie koniecznoscig poréwnania aktywnosci biologicznej izomeréw POA zbadano ich
wptyw na komoérki B trzustki MIN6 oraz EndoC-BH1. Udowodniono, ze tPOA wykazuje nizszg
cytotoksycznos¢ niz cPOA w stosunku do badanych linii komodrek trzustki. lzomery POA
indukuja sekrecje insuliny na podobnym poziomie zaréwno w mysich, jak i ludzkich komérkach
B trzustki, aktywujgc receptory GPR40, GPR55, GPR119 i GPR120. Izomer trans moze
aktywowac¢ GPCR zaréwno poprzez szlak zwigzany z aktywacjg biatka Gq, jak i Gs, natomiast
izomer cis dziata tylko przez biatko Gq. Z wykorzystaniem modelowania molekularnego
wykazano najwieksze powinowactwo cPOA i tPOA do recptora GPR40.

Inne zwigzki lipidowe zawierajgce reszty kwasow ttuszczowych, takie jak lizofosfatydylocholiny
(ang. Lysophosphatidylcholine, LPC) zidentyfikowano wczes$niej jako agonistow receptorow
GPR40, GPR55 i GPR119. Nie okreslono jednak do tej pory aktywnosci LPC z faricuchem
acylowym kwaséw cPOA i tPOA jako potencjalnych ligandéw w/w GPCR. LPC zawierajgce w
pozycji sn-1 faincuchy acylowe izomerdw cis i trans kwasu palmitoleinowego zostaty
zsyntetyzowane w Katedrze Chemii Zywnosci i Biokatalizy Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu. Zwigzki te indukowaty wyrzut insuliny z podobng sitg, silnie aktywujgc receptor
GPR119 i inicjujgc kaskade Gs. Dzieki metodom modelowania molekularnego odkryto
preferencje wigzania tPOA-LPC do receptora GPR1109.

Ze wzgledu na udziat hormondéw inkretynowych w stymulacji wydzielania insuliny, w ostatnim
etapie pracy zbadano wptyw olejow z owocdw rokitnika zwyczajnego oraz izomeréw POA na
stymulacje wydzielania glukagonopodobnego peptydu 1 (ang. Glucagon-Like Peptide 1, GLP-



1) w enteroendokrynnych komarkach jelita — mysiej linii GLUTag i ludzkiej NCI-H716. Jednakze
zaréwno badane oleje, jak i POA nie wptywaty na poziom sekrecji GLP-1 w obu liniach
komadrkowych.

W niniejszej rozprawie doktorskiej zanalizowano wptyw olejédw z owocdédw rokitnika
zwyczajnego oraz zawartych w nim FFA na metabolizm glukozy i lipidéw. Udowodniono, ze
potencjat insulinotropowy badanych zwigzkéw wynika z aktywnosci FFA dziatajacych jako
ligandy dla wybranych receproréw GPCR obecnych w btonie komdrek B trzustki. Wykonane
badania pozwolity okresli¢ r6zne mechanizmy sekrecji insuliny indukowane przez izomery cis
i trans POA. Zidentyfikowano réwniez LPC z resztami kwasu POA jako ligandy dla receptora
GPR119. Uzyskane wyniki dostarczajag nowej wiedzy na temat aktywnosci izomerédw kwasu
POA oraz udawadniaja, ze badane oleje i oleosomy mozna wykorzysta¢ jako dodatki
wzbogacajgce zywnos¢ w terapiach przeciwcukrzycowych.



