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2. Wykaz stosowanych skrótów i oznaczeń

2-OG (ang. 2-oleoylglycerol) – 2-oleoiloglicerol 

2-LG (ang. 2-linoleoylglycerol) –  2-linoleoiloglicerol

AA (ang. arachidonic acid) – kwas arachidonowy 

AEA (ang. N-arachidonoylethanolamine) – N-arachidonoilo-etanoloamina 

ASAH (ang. ceramidase) – ceramidaza 

ASAH1 (ang. acid ceramidase) – kwaśna ceramidaza 

ASAH2 (ang. neutral ceramidase) – obojętna ceramidaza 

ASAH3 (ang. alkaline ceramidase) – zasadowa ceramidaza 

BCA (ang. bicinchoninic acid) – kwas bicynchoninowy 

BM-MSC (ang. bone marrow mesenchymal stem cells) – mezenchymalne komórki macierzyste szpiku 

kostnego 

BSA (ang. bovine serum albumin) – surowicza albumina bydlęca 

CB1R, 2 (ang. cannabinoid receptor 1, 2) – receptor kannabinoidowy 1, 2 

CER (ang. ceramide) – ceramid 

CerS2, 4, 6 (ang. ceramide synthase 2, 4, 6) – syntaza ceramidu 2, 4, 6 

CoA (ang. coenzyme A) – koenzym A 

COX-1, -2 (ang. cyclooxygenase-1, -2) – cyklooksygenaza 1, 2 

CPT1 ( ang. carnitine palmitoyltransferase 1) – palmitoilotransferaza karnitynowa

DAG (ang. diacylglycerols) – diacyloglicerole 

DGAT1, 2 (ang. diacyglycerol acyltransferase 1, 2) – acylotransferaza diacyloglicerolowa 1, 2 

DNL (ang. de novo lipogenesis) – lipogeneza de novo 

ECS (ang. endocannabinoid system) – układ endokannabinoidowy 

FA (ang. fatty acids) – kwasy tłuszczowe 

FAAH (ang. fatty acid amide hydrolase) – hydrolaza amidu kwasu tłuszczowego 

FABPpm (ang. plasma membrane fatty acid binding protein) – błonowe białko wiążące kwasy 

tłuszczowe 

FAT/CD36 (ang. fatty acid translocase) – translokaza kwasów tłuszczowych 

FATP2 (ang. fatty acid transport protein 2) – białko transportujące kwasy tłuszczowe 2 

FBS (ang. fetal bovine serum) – płodowa surowica bydlęca |

FFA (ang. free fatty acids) – wolne kwasy tłuszczowe 

G3P ( ang. glycerol 3 phosphate) – glicerolo 3 fosforan

GAPDH (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) – dehydrogenaza aldehydu 3-

fosfoglicerynowego 

GLC (ang. gas-liquid chromatography) – chromatografia gazowo-cieczowa 
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GLUT4 (ang. glucose transporter 4) – transporter glukozy 4 

GSK3β (ang. glycogen synthase 3β) – syntaza glikogenu 3β 

HFD (ang. high-fat diet) – dieta bogatotłuszczowa 

HPLC (ang. high-performance liquid chromatography) – wysokosprawna chromatografia cieczowa 

HOMA-IR (ang. homeostasis model assessment of insulin resistance) 

HRP (ang. horseradish peroxidase) – peroksydaza chrzanowa 

HSL (ang. hormone sensitive lipase) – lipaza wrażliwa na hormony 

IL-6 (ang. inteleukin-6) – interleukina 6 

IR (ang. insulin resistance) – insulinooporność 

IRS (ang. insulin receptor substrate) – substrat receptora insulinowego 

LCFA (ang. long chain fatty acids) – długołańcuchowe kwasy tłuszczowe 

LOX (ang. lipoxygenase) – lipooksynegaza 

LPL (ang. lipoprotein lipase) – lipaza lipoproteinowa 

MAG (ang. monoacylglycerol) – monoacyloglicerol

MAGL (ang. monoacylglycerol lipase) – lipaza monoacyloglicerynowa

NAFLD (ang. non-alcoholic fatty liver disease) – niealkoholowa stłuszczeniowa choroba wątroby 

NASH (ang. non-alcoholic steatohepatitis) – niealkoholowe stłuszczeniowe zapalenie wątroby 

OEA (ang. Oleoylethanolamide) – oleoiloetanoloamina

PEA (ang. palmitoylethanolamide) – palmitoiloetanoloamina

PBS (ang. phosphate-buffered saline) – buforowana fosforanem sól fizjologiczna 

PIP3 (ang. phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) – fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan 

PI3K (ang. phosphatidylinositol-3-kinase) – kinaza 3-fosfatydyloinozytolu 

PKB/Akt (ang. protein kinase B) – kinaza białkowa B 

PL (ang. phospholipids) – fosfolipidy

PLIN (ang. perlipin) – perlipina 

PPARα, γ (ang. peroxisome proliferator-activated receptor) – receptor aktywowany przez 

proliferatory peroksysomów α, γ 

PUFA (ang. polyunsaturated fatty acids) – wielonienasycone kwasy tłuszczowe 

RIPA (ang. radioimmunoprecipitation assay buffer) – bufor radioimmunoprecypitacyjny 

S1P (ang. sphingosine-1-phosphate) – sfingozyno-1-fosforan 

SA1P (ang. sphinganine-1-phosphate) – sfinganino-1-fosforan 

SAT (ang. subcutaneous adipose tissue) – podskórna tkanka tłuszczowa 

SD (ang. standard deviation) – odchylenie standardowe 

SFA (ang. sphinganine) – sfinganina 

SFO (ang. sphingosine) – sfingozyna 

SPHK (ang. sphingosine kinase) – kinaza sfingozyny 
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SPHK1, 2 (ang. sphingosine kinase 1, 2) – kinaza sfingozyny 1, 2 

SPT (ang. serine palmitoyltransferase) – palmitylotransferaza serynowa 

SPTLC1, 2 (ang. serine palmitoyltransferase 1, 2) – palmitylotransferaza serynowa 1, 2 

TAG (ang. triacylglycerols) – triacyloglicerole 

TBST (ang. tris-buffered saline with Tween-20) – sól fizjologiczna buforowana tris-em z Tween-20 

TLC (ang. thin-layer chromatography) – cienkowarstwowa chromatografia cieczowa 

TNF-α (ang. tumor necrosis factor α) – czynnik martwicy nowotworów α 

TRP (ang. transient receptor potential channel) – receptor przejściowego potencjału 

TRPV2 (ang. transient receptor potential vanilloid type 2) – receptory waniloidowe przejściowego 

potencjału 2

VAT (ang. visceral adipose tissue) – trzewna tkanka tłuszczowa 

VLDL (ang. very low-density lipoprotein) – lipoproteina o bardzo niskiej gęstości
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3. Wstęp

Szczegółowy opis  problematyki  badawczej  związanej  z  wpływem kannabidiolu na metabolizm
sfingolipidowy w obu typach tkanki tłuszczowej u szczurów z insulinoopornością wywołaną dietą
bogatotłuszczową znajduje się w niżej wymienionej publikacji włączonej do rozprawy:

Distinct Effects of Cannabidiol on Sphingolipid Metabolism in Subcutaneous and Visceral Adipose

Tissues Derived from High-Fat-Diet-Fed Male Wistar Rats. Int J. Mol. Sci. 2022, 23, 5382.

Berk, K. Konstantynowicz-Nowicka, K. Charytoniuk, T. Harasim-Symbor, E. Chabowski, A.

Otyłość  definiowana  jest  jako  stan  nadmiernej  akumulacji  lipidów  w  organizmie  człowieka,

wynikająca  z  zachwiania  równowagi  pomiędzy  ilością  pozyskiwanej  i  wydatkowanej  energii.

W XXI wieku otyłość oraz choroby współistniejące stały się globalnym problemem zdrowotnym,

co  wygenerowało  potrzebę  nowych  i  bezpieczniejszych  interwencji  terapeutycznych  [1].  Jedną

z chorób  współistniejących  jest  insulinooporność  (IR).  Jest  to  stan  upośledzonej  odpowiedzi

biologicznej  ważnych  narządów  metabolicznych  (wątroby,  mięśni  szkieletowych,  tkanki

tłuszczowej)  na  działanie  insuliny  krążącej  we  krwi,  co  zaburza  gospodarkę  węglowodanów,

lipidów i  białek  [2,3].  Głównym rezerwuarem lipidów w organizmie  (ok.  65-70%) jest  tkanka

tłuszczowa, która została podzielona ze względu na anatomiczne umiejscowienie przede wszystkim

na podskórną (SAT) i trzewną (VAT) tkankę tłuszczową [4]. Depozyty te wykazują znaczne różnice

morfologiczne, metaboliczne i funkcjonalne [5]. U zdrowych, szczupłych osób, SAT stanowi około

80% depozytów tłuszczu oraz jest fizjologicznym „buforem dla energii” w okresach ograniczonego

wydatku energetycznego [6]. Tłuszcz zlokalizowany w jamie otrzewnowej został sklasyfikowany

jako tkankowy, krezkowy i zaotrzewnowy. Szczupłe, zdrowe osoby nie mają dużych ilości tłuszczu

trzewnego, który w dużej mierze należy do kategorii „tłuszczu ekotopowego”. Tkanka tłuszczowa

trzewna  jest  wysoce  aktywna  metabolicznie,  stale  uwalnia  wolne  kwasy  tłuszczowe  (FFA)  do

krążenia  wrotnego  stając  się  tym samym źródłem lipidów dla  innych  tkanek.  Otyłość  trzewna

wynikająca  z  akumulacji  lipidów  w  VAT  przyczynia  się  do  rozwoju  zespołu  metabolicznego

charakteryzującego  się  cechami  takimi  jak  hiperinsulinemia,  ogólnoustrojowy  stan  zapalny,

dyslipidemia i miażdżyca tętnic [7].

3.1. Metabolizm lipidów i sfingolipidów w podskórnej i trzewnej tkance tłuszczowej

Tkanka  tłuszczowa  działa  jako  „centrum”  bilansu  energetycznego,  które  integruje  wymagania

energetyczne  pozostałych  narządów  wewnętrznych,  takich  jak  wątroba,  mięśnie

szkieletowe, mięsień  sercowy,  trzustka  oraz  mózg  [8].  W  okresie  dodatniego  bilansu

energetycznego  adipocyty  akumulują  wolne  kwasy  tłuszczowe  głównie  (90-99%)  pod  postacią
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triacylogliceroli  (TAG)  [9].  Kwasy  tłuszczowe  mogą  pochodzić  z  dwóch  różnych  źródeł  tj.

z krążących TAG i/lub lipogenezy de novo (DNL) [10]. Krążące TAG są pierwotnie syntezowane w

wątrobie  i  pakowane  do  lipoprotein  o  bardzo  małej  gęstości  (VLDL).  Kiedy  lipoproteiny

przemieszczają się do tkanki tłuszczowej, TAG ulegają hydrolizie do niezestryfikowanych kwasów

tłuszczowych (NEFA) głównie przez stymulowane insuliną działanie lipazy lipoproteinowej (LPL)

w  śródbłonku  naczyń  tkanki  tłuszczowej  [11].  Uwolnione  NEFA  przechodzą  przez  błonę

komórkową adipocytów na drodze biernej dyfuzji lub przy udziale białek transportowych takich

jak: translokaza kwasów tłuszczowych (FAT/CD36), białka transportujące kwasy tłuszczowe (FATP

1 i  4),  błonowe  białko  wiążące  kwasy  tłuszczowe  (FABPpm)  [12,13].  Jednoczasowo,  insulina

stymuluje wychwyt glukozy przez adipocyty, co napędza proces DNL. Kwasy tłuszczowe zostają

przekształcone w TAG w procesie estryfikacji przy użyciu glicero-3-fosforanu (G3P) – substratu

uzyskanego podczas  glukoneogenezy  [14].  Podskórna  tkanka tłuszczowa cechuje  się  większym

współczynnikiem syntezy TAG przez co magazynuje ich więcej niż tkanka tłuszczowa wisceralna.

Wynika to z faktu obecności większej ilości receptorów insulinowych, większej aktywności LPL 

i  mniejszej  odpowiedzi  lipolitycznej  na  katecholaminy  w adipocytach  podskórnych  depozytów 

w porównaniu do komórek tłuszczowych zlokalizowanych w okolicach narządów wewnętrznych

[15,16].  W  okresie  zwiększonego  zapotrzebowania  energetycznego  tj.  głodzenia  i  wysiłku

fizycznego, adipocyty mobilizują zmagazynowany tłuszcz do zaspokojenia potrzeb energetycznych

innych  narządów  poprzez  lipolizę,  w  której  każda  cząsteczka  TAG  ulega  hydrolizie  do

diacylogliceroli  (DAG)  i  monoacylogliceroli  (MAG).  Końcowymi  produktami  lipolizy  są  trzy

cząsteczki kwasów tłuszczowych i  jedna cząsteczka glicerolu [9]. Uwolnione kwasy tłuszczowe

mogą ulec procesowi  -oksydacji w wątrobie, mięśniach szkieletowych lub tkance tłuszczowej, a

glicerol może zostać wykorzystany jako prekursor glukoneogenezy w wątrobie [17]. W adipocytach

etapem  ograniczającym  szybkość  -oksydacji jest  transport  acyl-CoA  do  mitochondriów  w

obecności, palmitoilotransferazy karnitynowej (CPT1).  Zmniejszenia aktywności CPT-1, nadmiar

kwasów tłuszczowych i/lub  inne  dysfunkcje  mitochondriów skutkują  szkodliwym wpływem na

różnicowanie  adipocytów,  metabolizm  lipidów,  wrażliwość  komórek  na  insulinę,  zdolność

oksydacyjną i proces termogenezy co w konsekwencji prowadzi do rozwoju chorób metabolicznych

[18].  Co  więcej,  kwasy  tłuszczowe  powstałe  w  procesie  hydrolizy  TAG,  mogą  być  również

substratami do syntezy innych frakcji lipidowych m.in. sfingolipidów, które stanowią obligatoryjny

składnik wszystkich błon eukariotycznych  [19].  Ceramid (CER) uważany jest za centralny punkt

w procesach przemiany sfingolipidów obejmujących szlak kataboliczny, anaboliczny i syntezy  de

novo [20]. Główną drogą powstawania ceramidów jest szlak syntezy de novo, w którym zachodzi

kondensacja seryny i palmitoilo-CoA powstałego z połączenia kwasu palmitynowego i koenzymu A

(CoA). W procesie tym, regulowanym przez aktywność enzymu palmitoilotransferazy serynowej
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(SPT) dochodzi do powstania 3-ketosfinganiny, która zostaje przekształcona do sfinganiny (SFA)

(reakcja  katalizowana  przez  reduktazę  3-ketosfinganiny)  [21].  Następnie,  poprzez  przyłączenie

reszty  acetylowej  do  SFA  powstaje  dihydroceramid,  który  w procesie  desaturacji  zostaje

przekształcony do ceramidu. Kolejnym szlakiem syntezy ceramidu jest proces hydrolizy błonowej

sfingomieliny katalizowany przez obojętną i zasadową sfingomielinazę (N-SMase i  Alk-Smase).

Dodatkowo, CER może być również wytwarzany z rozpadu sfingozyny (SFO) poprzez działanie

syntazy ceramidu (CerS1-6) w tzw. szlaku ratunkowym, który odpowiada nawet za 90% całkowitej

biosyntezy sfingolipidów [22]. Powstały CER ulega degradacji przy udziale ceramidaz (ASAH1,

ASAH2) w kierunku sfingozyny (SFO), która może powrócić na szlak sfingolipidowy lub ulec

reakcji  fosforylacji  katalizowanej  przez  kinazy  sfingozyny  (SPHK1,  SPHK2)  do  sfingozyno-1

fosforanu (S1P) [19] (Ryc. 1). Bioaktywne metabolity sfingolipidów, przede wszystkim ceramid

(CER)  i  sfingozyno-1-fosforan  (S1P)  regulują  wewnątrzkomórkowe  szlaki  sygnalizacyjne

i metaboliczne w adipocytach oraz stanowią ważne mediatory w rozwoju patologicznych następstw

otyłości [23,24].

Ryc. 1 Szlaki metabolizmu sfingolipidów.
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3.2. Szlak insulinowy IRS1/PI3K/Akt w podskórnej i trzewnej tkance tłuszczowej

Wiadomym  jest,  że  wrażliwość  adipocytów  na  insulinę  pośrednio  reguluje  czynność  wątroby

i mięśni poprzez modulację ogólnoustrojowej homeostazy węglowodanowo-lipidowej [25]. Duża

pula  lipidów  w  tkance  tłuszczowej  spowodowana  nadmiernym  dokomórkowym  napływem

niezestryfikowanych  kwasów  tłuszczowych  (NEFA)  prowokuje  hipertrofię  adipocytów

i hiperlipolityczny  fenotyp  oporności  na  insulinę  związany  z  dysfuncją  wewnątrzkomórkowego

szlaku IRS1/PI3K/Akt [26]. W biologicznym działaniu insuliny w tkance tłuszczowej pośredniczą

błonowe, swoiste receptory insulinowe (IR) o aktywności kinazy tyrozynowej,  które fosforylują

reszty tyrozynowe białek docelowych takich jak substraty receptora insuliny 1 i 2 (insulin receptor

substrate, IRS 1/2) oraz izoformy białka Shc które są głównie zaangażowane w aktywację kinazy

białkowej  aktywowanej  mitogenem  (MAP)  i  są  sprzężone  z  efektami  mitogennymi  [27].

Fosfotyrozynowe  formy  IRS1/2  aktywują  szlak  sygnałowy  3-kinazy  fosfatydyloinozytolu

(phosphoinositide  3-kinase,  PI3K),  co  generuje  metaboliczną  odpowiedź  na  hormon  [28].

Fosfatydyloinozytolo-3,4,5-fosforan  (PIP3)  powstały  przez  aktywację  PI3K,  reguluje  aktywację

kinazy 1 zależnej od fosfoinozytydu (PDK1), która z kolei aktywuje białkową kinazę B (protein

kinase B, PKB), zwaną białkiem Akt.  Fosforylowana w serynie 473 forma Akt (pAkt Ser473),

itensyfikuje translokację, zakotwiczenie i fuzję w błonie komórkowej adipocytów pęcherzyków z

transporterem glukozy 4 (glucose transporter type 4, GLUT4) co nasila dokomórkowy transport

glukozy [29].  Co więcej,  pAkt hamuje fosforylację  kinazy glikogenu 3 (pGSK3β Ser9).  GSK3

reguluje aktywność enzymatyczną syntazy glikogenu odpowiedzialnej za biosyntezę glikogenu, jak

też katalizuje fosforylację substratów zaangażowanych w syntezę białek, proliferacji i różnicowanie

komórek [30] (Ryc. 2).  Ponadto,  pAkt zmniejsza lipolizę tkanki tłuszczowej poprzez aktywację

fosfodiesterazy  3B  (PDE3B)  obniżając  poziom  3',5'-cyklicznego  adenozynomonodifosforanu

(cAMP) i hamując aktywność kinazy białkowej A (PKA), która fosforyluje dwa kluczowe enzymy

zaangażowane w proces hydrolizy TAG: lipazę hormonowrażliwą (ang. Hormone Sensitive Lipase,

HSL)  oraz  perlipinę  (PLIN)  [15].  Insulina  stymuluje  również  magazynowanie  lipidów

w adipocytach  poprzez  dwa  skoordynowane  procesy:  lipogenezę  poprzez  aktywację  enzymów

lipogennych,  takich  jak  karboksylaza  acetylo-CoA  [31] i  liaza  ATP-cytrynianowa  [18]  oraz

tworzenie szkieletu glicerydowego TAG z glukozy uzyskanej w procesie glikolizy [33].

Do  aktywnych  biologicznie  lipidów,  które  wpływają  na  aktywność  enzymatyczną  białek

zaangażowanych w szlak przekaźnictwa insulinowego należą DAG, CER i S1P. DAG pełnią rolę

wtórnych przekaźników regulujących procesy proliferacji i różnicowania komórek. Ich nadmierna

akumulacja  w adipocytach prowadzi  do aktywacji  poszczególnych izoform kinazy białkowej  C

(PKC) co upośledza proces translokacji GLUT4 do błony komórkowej [26]. Zaobserwowano, że
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u osób  otyłych  oraz  otyłych  z  insulinoopornością  istnieje  dodatnia  korelacja  między  całkowitą

zawartością DAG w podskórnej tkance tłuszczowej a HOMA-IR [34]. Wciąż jednak nie wiadomo,

w jaki sposób diacyloglicerole przyczyniają się do rozwoju insulinooporności tkanki tłuszczowej.

Zwiększona zawartość ceramidów w hepatocytach,  mięśniach szkieletowych i  adipocytach osób

z otyłością i insulinoopornością wynika z nadmiernej ilości NEFA – substratów w procesie syntezy

ceramidów  de  novo  [35–37].  Wykazano,  że  koncentracja  ceramidów  w  podskórnej  tkance

tłuszczowej jest wyższa u otyłych pacjentek z T2DM w porównaniu z otyłymi pacjentkami bez

insulinooporności [38]. Wiadomo, że u myszy z otyłością indukowaną dietą bogatotłuszczową po

podaniu  inhibitora  enzymów  szlaku  syntezy  de  novo ceramidu,  zahamowanie  jego  produkcji,

poprawia komórkową wrażliwość na insulinę w adipocytach [39]. Ceramid hamuje działanie szlaku

insulinowego  głównie  poprzez  interakcję  z  fosfatazą  białkową  2A (PP2A)  odpowiadająca  za

defosforylację białka Akt [34].Inhibicja szlaku sygnałowego Akt/PKB, prowadzi do zmniejszenia

translokacji GLUT4 do błony plazmatycznej co finalnie zmniejsza komórkowy wychwyt glukozy.

Zauważono  także,  że  akumulacja  ceramidów  w tkance  tłuszczowej  w  otyłości  z  towarzyszącą

insulinoopornością  zaburza  działanie  insuliny  powodując  zmniejszenie  hamowania  lipazy

hormonowrażliwej (HSL) co skutkuje zwiększonym stężeniem FFA w osoczu [41].

Kolejną  bioaktywną  molekułą  z  grupy  sfingolipidów,  która  wpływa  na  białka  ze  szlaku

insulinowego  jest  S1P.  Związek  ten  działa  poprzez  receptory  S1PR1-5,  które  są  sprzężone

z białkiem  G.  Aktywacja  receptorów  S1PR  moduluje  proces  adipogenezy,  wzrost  komórek,

apoptozę jak również eskaluje rozwój stanu zapalnego w tkance tłuszczowej [42]. Zahamowanie osi

S1P/SphK1  w  modelu  zwierzęcym,  promuje  adipogenezę  oraz  wzrost  ekspresji  cytokin

przeciwzapalnych  (IL-10  i  adiponektyny),  zmniejsza  infiltrację  makrofagów tkanki  tłuszczowej

i ekspresję  cytokin  prozapalnych  (TNFα,  IL-6)  co  związane  jest  ze  zwiększeniem  sygnalizacji

insulinowej w adipocytach i mięśniach szkieletowych oraz poprawą ogólnoustrojowej wrażliwości

na insulinę i tolerancję glukozy [43].
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Ryc.  2  Interakcja  sfingolipidów  z  insulinowym  szlakiem  przekaźnictwa  sygnału.  Czerwonym
kolorem oznaczono które elementy w insulinowym szlaku przekaźnictwa sygnału  są zaburzone
przez  sfingolipidy.  Linia  ciągłą  oznacza  wpływ bezpośredni  natomiast  przerywana  pośredni  za
pośrednictwem kilku innych białek sygnałowych.

3.3. Rola endokannabinoidomu w modulowaniu gospodarki węglowodanowo-lipidowej

W  ciągu  ostatniej  dekady  endokannabinoidom  (eCBome)  wzbudził  duże  zainteresowanie

w kontekście  chorób  metabolicznych  [44].  Jest  to  wewnętrzny  system  sygnalizacyjny

zaangażowany  w  wiele  procesów  fizjologicznych,  w  tym  funkcje  kognitywne,  proces

zapamiętywania,  odczuwanie  bólu,  regulację  snu,  termogenezę,  modulację  odpowiedzi

immunologicznej  oraz  kontrolę  gospodarki  energetycznej  [45].  Endokannabinoidom  odgrywa

kluczową rolę  w fizjologicznej  regulacji  homeostazy  organizmu,  pobudzaniu  łaknienia,  a  także

przesuwaniu  bilansu  energetycznego  w kierunku  magazynowania  energii,  poprzez  działanie  na

ośrodkowy układ  nerwowy oraz  na tkanki  obwodowe takie  jak adipocyty,  hepatocyty,  komórki

wysp trzustkowych,  przewód pokarmowy i  mięśnie  szkieletowe  [46,47].  Konserwatywną część

endokannabinoidomu stanowi  układ  endokannabinoidowy (ang.  endocannabinoid  System,  ECS)
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obejmujący  receptory  kannabinoidowe  CB1R  i  CB2R,  ich  lipidowe  ligandy,

N-arachidonoilo-etanoloaminę (AEA) i 2-arachidonoyl glicerolu (2-AG), a także enzymy biorące

udział w ich metabolizmie [48]. AEA i 2-AG wytwarzane są w między innymi w błonie komórek

neuronu  postsynaptycznego  z  omega  6  wielonienasyconych  kwasów  tłuszczowych.  W  ich

biosyntezie  bierze  udział  fosfolipaza,  a  w  inaktywacji  tych  związków  odpowiednio:  hydrolaza

amidu  kwasu  tłuszczowego  (FAAH)  i  lipaza  monoacyloglicerynowej  (MAGL).  Produktem

degradacji są kwas arachidonowy (AA) i etanoloamina. AEA i 2-AG działają para- i autokrynnie

poprzez receptory CB1R i CB2R, które są receptorami sprzężonymi z białkiem G (ang. G protein

coupled  receptors,  GPCRs)  [49].  CB1R  jest  najczęstszym  receptorem  GPCR  w  ośrodkowym

układzie  nerwowym  ssaków  [50].  Największe  zagęszczenie  CB1R  występuje  w  strukturach

węchowych mózgu i hipokampie.  Dodatkowo, CB1R jest  obecny w korze zakrętu obręczy oraz

korze czołowej i ruchowej. W jądrze migdałowatym, prążkowiu, głębokich jądrach móżdżku, pniu

mózgu,  rdzeniu  kręgowym,  międzymózgowiu i  podwzgórzu,  kumulacja  CB1R jest  stosunkowo

niska [51]. Poza tym, CB1R znajduje się w adipocytach, mięśniach szkieletowych, nadnerczach,

trzustce,  wątrobie,  komórkach  przewodu  pokarmowego  i  innych  tkankach  obwodowych  [52].

Historycznie,  CB2R uważany był  za  receptor  obwodowy zlokalizowany głównie  w komórkach

odpornościowych. Jednakże, na początku XXI wieku potwierdzono obecność CB2R w strukturach

mózgu, takich jak prążkowie, podwzgórze, kora mózgowa, hipokamp, ciało migdałowate i istota

czarna [53].  Niemniej jednak,  CB2R występuje przede wszystkim na powierzchni makrofagów,

osteocytów,  osteoklastów,  komórek  Kupffera  i  limfocytów  B  przez  co  odgrywa  istotną  rolę 

w  procesach  zapalnych  [44,45]. Poszerzenie  koncepcji  układu  endokannabinoidowego  do

endokannabinoidomu  było  spowodowane  odkryciem  wielu  innych  mediatorów  pochodzących

z kwasów tłuszczowych, takich jak N-palmitoilo-, N-oleoilo-etanoloamina (PEA, OEA), 2-oleoilo-,

2-linoleoiloglicerol (2-OG, 2-LG), i eter 2-arachidonoilogliceryny (2-AGE, eter noladyny), które

działają  m.in  na  receptory  sprzężone  z  białkiem  G  takie  jak  GPR55,  receptory  waniloidowe

przejściowego potencjału (TRPV) i receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomów α i γ

(PPARα  i PPARγ)  [45,56].  Wiadomo,  że  diety  bogatotłuszczowe  (~40%  energii  pochodzącej

z  tłuszczu)  niezależnie  od  składu  poszczególnych  kwasów  tłuszczowych  modulują

endokannabinoidom poprzez modulację  ekspresji  receptorów, poziomu endokannabinoidów oraz

powodowanie  specyficznych  w  zależności  od  rodzaju  tkanki  zmian  w  ekspresji  enzymów

anabolicznych i katabolicznych [57,58]. Wykazano, że poziom krążącego 2-AG jest podwyższony

u  osób  z  otyłością  co  koreluje  z  akumulacją  trzewnej  tkanki  tłuszczowej,  która  cechuje  się

zwiększoną ekspresją CB1R oraz obniżoną ekspresją FAAH w porównaniu do tkanki tłuszczowej

podskórnej  [59].  Aktywacja  receptora  CB1  w  tkance  tłuszczowej  wykazuje  wielokierunkowe

efekty. Jednym z nich jest udział w promowaniu różnicowania i dojrzewania adipocytów czemu
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towarzyszy  wzrost  ekspresji  receptorów  PPAR-γ  [60].  W kontekście  metabolizmu  lipidowego,

eksperyment przeprowadzony na modelu mysim wykazał że stymulacja CB1R aktywuje działanie

lipazy lipoproteinowej, która dostarcza egzogenne kwasy tłuszczowe do syntezy triacylogliceroli

[61]. Z drugiej strony, zahamowanie aktywności cAMP za pośrednictwem receptora CB1 zmniejsza

lipolizę i stymuluje produkcję TAG [60]. Co więcej, badania in vitro ujawniły, że aktywacja CB1R

zwiększa zarówno podstawowy jak i stymulowany insuliną wychwyt glukozy przez wyizolowane

komórki z trzewnej tkanki tłuszczowej m.in. wpływając bezpośrednio na translokację transportera

glukozy typu 4 (GLUT4) do błony komórkowej  [62,63].Wszystko to  w warunkach nadmiernej

aktywacji  ECS prowadzi do dyslipidemii tj.  wzrostu TAG i lipoprotein o małej gęstości (LDL)

w surowicy i odgrywa kluczową rolę w rozwoju insulinooporności (IR) a w konsekwencji także

i  zespołu  metabolicznego  [64].  Dlatego  też  stale  poszukuje  się  substancji  mogących  poprzez

interakcję  z  eCBome  leczyć  choroby  związane  z  nadmierną  akumulacją  lipidów.

W  ostatniej  dekadzie,  pojawiły  się  doniesienia  literaturowe  o  wpływie  fitokannabinoidów  na

poszczególne  składniki  endokannabinidomu  [45] co  zwiększyło  zainteresowanie  potencjalnym

działaniem terapeutycznym tych związków w leczeniu otyłości.

3.4. Rola kannabidiolu w regulacji metabolizmu węglowodanowo-lipidowego komórek 
podskórnej i trzewnej tkanki tłuszczowej

Kannabidiol  (CBD)  jest  organicznym  związkiem  chemicznym  z  grupy  fitokannabinoidów

pochodzącym z konopii siewnej (Cannabis sativa), pozbawionym potencjału uzależniającego [65].

Farmakokinetyka  CBD oraz  obserwowane efekty  zależą  od postaci  i  drogi  podania.  Podawany

doustnie  jest  metabolizowany  przez  szereg  wątrobowych  izoenzymów  cytochromu  P450.  Ze

względu na swój wysoce lipofilny charakter, może gromadzić się w tkance tłuszczowej, z której

zostaje powoli uwalniany do krwioobiegu w dawce subterapeutycznej aby zostać zmetabolizowany

przez układ żółciowy i nerkowy [66]. Kannabidiol (CBD) jest dobrze znany ze swoich właściwości

przeciwpsychotycznych,  przeciwlękowych,  uspokajających,  przeciwpadaczkowych

i przeciwbólowych [67,68]. Jest również jednym z najlepiej poznanych fitokannabinoidów, który

moduluje  homeostazę  węglowodanów  i  lipidów  głównie  poprzez  interację  z  receptorami

endokannabinoidomu [69]. Szerokie spektrum działania CBD obejmuje receptory CB1 i CB2 oraz

GPR18,  GPR55,  GPR 119,  5HT1A i  TRPV2 [69].  W kontekście  bezpośredniego  działania  na

tkankę tłuszczową, Silvestri i wsp. wykazali, że CBD w sposób zależny od dawki i czasu zmniejsza

akumulację wewnątrzkomórkowych triacylogliceroli w adipocytach 3T3-L1 poddanych działaniu

kwasu oleinowego [70]. Ponadto, badanie in vitro przeprowadzone również na adipocytach 3T3-L1

potwierdziło,  że  CBD  poprzez  nasilenie  procesu  mitochondrialnego  utleniania  kwasów

tłuszczowych  oraz  aktywację  szlaku  beta  adrenergicznego  zmniejsza  ilość  lipidów
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magazynowanych  w  komórkach  tłuszczowych  [71].  W  aspekcie  gospodarki  węglowodanowej

wykazano, że syntetyczny analog CBD poprawia kontrolę glikemii w mysim modelu cukrzycy typu

1, powodując zmniejszenie stężenia glukozy i glukagonu oraz normalizując poziom insuliny i profil

lipidowy w osoczu [72]. Co więcej, wiadomo, że CBD znacznie zmniejsza występowanie i opóźnia

początek  jawnej  cukrzycy  u  samic  myszy  szczepu  NOD  z  cukrzycą  o  podłożu

autoimmunologicznym  [73].  Dodatkowo,  badanie  in  vitro  wykazało,  że  CBD  zapobiega

upośledzeniu  szlaku  insulinowego  wywołanego  palmitynianem  w  adipocytach  pochodzących

z mezenchymalnych komórek macierzystych szpiku kostnego (BM-MSC) [74]. Biorąc pod uwagę

potencjalnie korzystne działanie CBD, może on znaleźć szerokie zastosowanie w leczeniu nie tylko

otyłości ale także chorób metabolicznych z nią związanych.

4. Cele pracy

Rosnąca w ciągu ostatnich dekad globalna epidemia otyłości oraz powiązanej z nią insulinoporności

stanowi  wielowymiarowy  problem  zdrowotny.  Jednym z  kluczowych  mechanizmów

przyczyniających się do rozwoju insulinooporności  jest  nadmierna podaż kwasów tłuszczowych

w diecie. Głównym magazynem lipidów w organizmie jest podskórna i trzewna tkanka tłuszczowa.

Wrażliwość na insulinę obu tkankowych depozytów tłuszczu reguluje pośrednio ogólnoustrojową

gospodarkę  węglowodanowo-lipidową.  Zgromadzone  w  nadmiarze  kwasy  tłuszczowe,

estryfikowane są  do  złożonych frakcji  lipidowych m.in.  sfingolipidów.  Do tej  grupy związków

należą dwie główne bioaktywne cząstki sygnałowe: ceramid (CER) i sfingozyno-1-fosforan (S1P).

Ich  nadmierna  wewnątrzkomórkowa  akumulacja  indukuje  dysfunkcyjny  fenotyp  adipocytów

poprzez  blokowanie  szlaku  przekaźnictwa  insulinowego  oraz  promowanie  przewlekłego  stanu

zapalnego.  Brak  skutecznego  leczenia  otyłości  i  chorób  współtowarzyszących  doprowadził  do

szczegółowych  badań  farmakologicznych  i  fizjologicznych  nad  organicznymi  związkami

chemicznymi  z  grupy  fitokannabinoidów  pochodzących  z  konopii  siewnej  (Cannabis  sativa).

Badania  sugerują,  że  substancje  te,  mogą  stanowić  cenne  narzędzie  terapeutyczne

w  minimalizowaniu  niepomyślnych  skutków  insulinooporności  w  kontekście  chorób

metabolicznych.  Dlatego  też,  istotne  wydało  się  określenie  czy  kannabidiol,  jeden  z  najlepiej

przebadanych fitokannabinoidów, poprzez wpływ na metabolizm sfingolipidów wywoła korzystny

wpływ na insulinowrażliwość tkanki tłuszczowej. Biorąc pod uwagę różną aktywność metaboliczną

trzewnej i podskórnej tkanki tłuszczowej, działanie kannabidiolu na opisywane parametry zostało

oznaczone w obu depozytach tkanki  tłuszczowej.  Szczegółowymi  celami  wykonanego  projektu

była ocena:
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1. Wpływu podaży kannabidiolu na akumulację wybranych frakcji sfingolipidowych tj. sfingozyny

(SFO), sfinganiny (SFA), ceramidu (CER), sfingozyno-1-fosforanu (S1P) i sfinganino-1-fosforanu

(SFA1P)  w depozytach tkanki  tłuszczowej podskórnej  i  trzewnej  u  szczurów karmionych dietą

bogatotłuszczową.

2.  Wpływu  podaży  kannabidiolu  na  ekspresję  białek  enzymatycznych  zaangażowanych

w sfingolipidowy  szlak  syntezy  de  novo  ceramidu  (SPTLC1,  SPTLC2), białek  wspólnych  dla

szlaku ratunkowego i szlaku syntezy de novo (Cers2,4,5,6) oraz białek enzymatycznych ze szlaku

katabolicznego  ceramidu  (ASAH1,ASAH2,  SPHK1,  SPHK2)  w  obu  depozytach  tkanki

tłuszczowej.

3. Zmiany stopnia ekspresji białek całkowitych i ich form fosforylowanych z insulinowego szlaku

przekaźnictwa  sygnału  pod  wpływem działania  kannabidiolu  w  depozytach  tkanki  tłuszczowej

podskórnej i trzewnej u szczurów karmionych dietą bogatotłuszczową.

5. Materiały i metody

Szczegółowy  opis  metodyki  badań  w  zastosowanym  modelu  eksperymentalnym  znajduje  się
w niżej wymienionej publikacji włączonej do rozprawy:

Distinct Effects of Cannabidiol on Sphingolipid Metabolism in Subcutaneous and Visceral Adipose

Tissues Derived from High-Fat-Diet-Fed Male Wistar Rats. Int J. Mol. Sci. 2022, 23, 5382.

Berk, K. Konstantynowicz-Nowicka, K. Charytoniuk, T. Harasim-Symbor, E. Chabowski, A.

5.1. Model zwierzęcy

Zgodę  na  wykonanie  badań  na  zwierzętach  uzyskano od Lokalnej  Komisji  Etycznej  do  spraw

doświadczeń na zwierzętach  przy Uniwersytecie  Warmińsko-Mazurskim w Olsztynie (nr  zgody

71/2018). Badanie zostało przeprowadzone na samcach szczurów szczepu Wistar, o początkowej

masie 70-100g, które były przetrzymywane w pomieszczeniu o regulowanym cyklu dobowym (12h

dzień,  12h  noc),  temperaturze  (23°C ±  2)  i  wilgotności  powietrza  35-60% z  nieograniczonym

dostępem do wody i standardowej diety dla gryzoni. Doświadczenie zostało wykonane po tygodniu

aklimatyzacji.  Zwierzęta  podzielono  losowo  na  4  grupy  eksperymentalne  gdzie  każda  z  grup

składała  się  z  10  osobników.  Liczebność  grupy  została  obliczona  przy  pomocy  analiz

wykonywanych  w  serwisie  internetowym  (http://www.biomath.info,  dostęp  1 stycznia  2021  r.).

Wyodrębniono następujące grupy eksperymentalne:
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 I) kontrolna karmiona standardową paszą dla gryzoni (rozkład kcal = 62% węglowodanów, 16%

tłuszczu i 22% białka, Labofeed B, Kcynia, Polska),

II)  badana z insulinoopornością indukowaną poprzez podawanie diety bogatotłuszczowej (HFD,

rozkład kcal = 20% węglowodanów, 59% tłuszczu i 21% białka; Research Diets, New Brunswick,

NJ, USA) przez okres 7 tygodni,  w ilości odpowiadającej dziennemu spożyciu kalorii  zwierząt

otrzymujących standardową karmę, 

III) kontrolna  otrzymująca  dootrzewnowo  kannabidiol  w  stężeniu  10  mg/kg  m.c.  w  objętości

1 ml/kg, 

IV)  badana  z  insulinoopornością  indukowaną  dietą  bogatotłuszczową  (HFD)  otrzymującą

dootrzewnowo kannabidiol w stężeniu 10 mg/kg m.c. w objętości 1 ml/kg.

Iniekcje  dootrzewnowe  syntetycznego  CBD  (THC  Pharm  GmbH,  Frankfurt,  Niemcy)  były

wykonywane raz dziennie o tej samej porze dnia przez okres 14 następujących po sobie dni (szósty

i siódmy tydzień  eksperymentu).  Bezpośrednio  przed podaniem,  CBD rozpuszczano w nośniku

składającym się z etanolu, Tweenu-80 i 0,9% NaCl w ilościach odpowiednio 3:1:16. Na koniec

eksperymentu szczury poddano anestezji poprzez wziewne podanie izofluranu. Próbki podskórnej

i trzewnej tkanki tłuszczowej pobrane od uśpionych zwierząt, zostały zamrożone w temperaturze

ciekłego azotu (-196°C) i były przechowywane do dalszej analizy w -80°C.

  
Szczegółowe analizy próbek trzewnej i podskórnej tkanki tłuszczowej uzyskanych od zwierząt 

eksperymentalnych objęły badanie:

1.  tkankowego  stężenia  sfinganiny  (SFA),  ceramidu  (CER),  sfingozyny  (SFO),

sfingozyno-1-fosforanu  (S1P)  i  sfinganino-1-fosforanu  (SFA1P)  metodą  wysokosprawnej

chromatografii cieczowej (HPLC),

2. całkowitej ekspresji enzymów sfingolipidowego szlaku syntezy  de novo: palmitoilotransferazy

serynowej 1 i 2 (SPTLC1, SPTLC2) metodą Western Blot

3. całkowitej ekspresji enzymów sfigolipidowego szlaku katabolicznego: kinazy 1 i 2 sfingozyny

(SPHK1 i SPHK2), kwaśnej i obojętnej ceramidazy (ASAH1, ASAH2) metodą Western Blot

4.  całkowitej  ekspresji  enzymów zaangażowanych w sfingolipidowy szlak  syntezy  de novo jak

i szlak ratunkowy: syntazy ceramidu 2, 4, 5 i 6 (CerS2, CerS4, CerS5 i CerS6) metodą Western Blot

5. całkowitej ekspresji białek: kinazy białkowej B (Akt) i kinazy syntazy glikogenu 3β (GSK3β)

z sygnałowego  szlaku  insulinowego  oraz  ich  fosforylowanych  form:  fosfokinazy  białkowej  B  

(pAkt (Ser473)) i fosfokinazy syntazy glikogenu 3β (pGSK3β (Ser9)) metodą Western Blot.
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5.2. Analiza ekspresji enzymów ze szlaku metabolizmu sfingolipidów oraz wybranych białek 

i ich fosforylowanych form ze szlaku sygnalizacyjnego insuliny metodą Western Blot

W celu określenia całkowitej ekspresji białek ze szlaku sygnalizacji insuliny, ich fosforylowanych

form oraz enzymów szlaku sfingolipidowego tkanka tłuszczowa trzewna i podskórna została zalana

buforem lizującym RIPA (bufor  radioimmunoprecypitacyjny)  z  dodatkiem inhibitorów proteaz i

fosfataz i poddana została homogenizacji ręcznej przy użyciu homogenizatora w temperaturze 4oC.

Stężenie białka w supernatancie uzyskanym po odwirowaniu próbek zostało oznaczone metodą z

użyciem  kwasu  bicynchoninowego  (BCA)  stosując  jako  wzorzec  albuminę  surowicy  bydlęcej

(BSA). W pierwszej kolejności, białko zostało rozdzielone z zastosowaniem elektroforezy na 10%

żelu poliakrylamidowym Criterion TGX Stain-Free (BioRad, Hercules, CA, USA),  w którym po

ekspozycji  na  światło  ultrafioletowe  (UV)  tryptofan  obecny  w  próbkach  białek  utworzył

fluorescencyjny produkt, który został poddany transferowi  na błony nitrocelulozowe  lub  błony z

polifluorku winylidenu (PVDF). Następnie fluorescencyjne białko całkowite obecne na błonie było

oświetlane światłem UV i ulegało detekcji za pomocą urządzenia do obrazowania charge-coupled

device (CCD). Następnie celem zablokowania wiązań niespecyficznych, błony poddano inkubacji w

buforze soli fizjologicznej buforowanej tris-em z Tween 20 (TBST) zawierającym 5% odtłuszczone

mleko w proszku lub BSA przez 90 min. w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, błony zostały

poddane dwunastogodzinnej inkubacji  z odpowiednimi przeciwciałami I-rzędowymi. Następnego

dnia  membrany,  po  3-krotnym  przepłukaniu  buforem  TBST,  inkubowano  przez godzinę  z

przeciwciałami  II-rzędowymi  znakowanymi  peroksydazą  chrzanową  (HRP).  Aby  zobrazować

miejsce wiązania znakowanych przeciwciał na membranie, w ostatnim etapie błonę inkubowano z

chemiluminescencyjnym substratem (Clarity Western ECL Substrate, BioRad, Hercules, CA, USA).

Następnie,  ekspresję  białek  oznaczano  densytometrycznie  przy  użyciu  systemu  do  wizualizacji

ChemiDoc  (Image  Laboratory  Software  Version  6.0.1;  BioRad,  Warszawa,  Polska).  Otrzymany

obraz badanego białka i białka całkowitego był nakładany na siebie w  systemie do wizualizacji

błon ImageLab w celu normalizacji ekspresji badanego białka. Ekspresję białek przedstawiono jako

procent zmian w stosunku do grupy kontrolnej w której ekspresję ustalono jako 100%.

5.3. Analiza stężenia sfingolipidów trzewnej i podskórnej tkance tłuszczowej metodą HPLC

Proces homogenizacji i ekstrakcji sfingolipidów przeprowadzano w temperaturze 4oC za pomocą

wcześniej  schłodzonych  odczynników  w  celu  uniknięcia  hydrolizy  S1P.  Ze  wszystkich  prób

pobrano 20-30 mg tkanki, która była homogenizowana w lodzie w obecności mieszaniny 25mM

HCl i 1M NaCl. Następnie, do prób został dodany metanol (Merck) zakwaszony HCl oraz standard

wewnętrzny (10pmol C17-sfingozyny, Avanti Polar Lipids) po czym powtarzano homogenizację.

W dalszej kolejności,  próbki były sonifikowane przez 1min. w wodzie z lodem. Z uzyskanych
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próbek  wyekstrahowano  lipidy  poprzez  dodanie  750μl  chloroformu  (Merck),  750μl  1M  NaCl

(Merck)  i  75μl  3N NaOH (Sigma Aldrich).  Po dokładnym wymieszaniu i  odwirowaniu próbki,

górną fazę wodną zawierającą S1P przenoszono do nowych probówek. Kolejno, do warstwy dolnej

(chloroformowej) dodawano 750μl mieszaniny metanol: 1M NaCl (1:1, v/v) oraz 39μl 3N NaOH w

celu  wyekstrahowania  pozostałości  S1P.  Po  odwirowaniu  fazę  wodną  dołączono  do  uzyskanej

wcześniej i powtórzono cały proces. Następnie, do warstwy chloroformowej, zawierającej SFO i

SFA, dodano 1,2ml 0,15M roztworu KOH w metanolu (Merck) po czym poddano próbki godzinnej

inkubacji w temperaturze 37˚C. Po tym czasie, dodano mieszaninę 1,2ml chloroformu, 1,5ml wody

alkalicznej oraz 300μl 2N NH4OH (Merck). Po dokładnym wymieszaniu i odwirowaniu, warstwę

wodną usunięto a warstwa chloroformowa była trzykrotnie przemywana wodą alkaliczną, po czym

przenoszono ją do nowej probówki. Do połączonych faz wodnych zawierających S1P dodawano

390μl buforu reakcyjnego (200mM Tris-HCl, 75mM MgCl2x6H2O, 2M gilcyna, Sigma) oraz 50µl

fosfatazy alkalicznej (Fluka). Po dokładnym wymieszaniu na dnie probówki ostrożnie umieszczano

600μl  chloroformu.  Po  godzinnej  inkubacji  w  temperaturze  37˚C,  chloroformowa  warstwa

zawierająca  SFO  była  następnie  przenoszona  do  nowej  probówki.  Pozostałości  SFO  były

dwukrotnie  ekstrahowane  z  warstwy  wodnej  przy  pomocy  900μl  CHCl3.  Połączone  warstwy

chloroformowe trzykrotnie przemywano 1,5ml wody alkalicznej, po czym przenoszono je do nowej

probówki.  Wszystkie  próbki  były  następnie  odparowywane  pod  strumieniem  azotu,  po  czym

zalewano je 120μl etanolu absolutnego (POCH) i inkubowano 25min. w temperaturze 67˚C. Po

ostygnięciu dodawano 15μl OPA-reagentu (10mg o-ftalaldehydu (Fluka), 200μl etanolu, 20μl 2-

merkaptoetanolu (Sigma) i 10ml 3% kwasu borowego (Merck) o pH 10,5 uzyskanym przez dodanie

KOH) a następnie inkubowano próby przez 20min. w temperaturze pokojowej bez dostępu światła.

Zawartość uzyskanych w ten sposób o-ftalaldehydowych pochodnych sfingozyny i sfinganiny była

następnie  określana  przy  pomocy  chromatografu  cieczowego  Varian  ProStar  wyposażonego  w

kolumnę  Varian  OmniSpher  5  C18  (4,6mm  x  150mm)  oraz  detektor  fluorescencyjny.  Analiza

ilościowa została  wykonana w oparciu  o krzywe wzorcowe sporządzone na  bazie  komercyjnie

dostępnych wzorców sfingozyny,  sfinganiny (Sigma)  oraz sfingozyno-1-fosforanu (Avanti  Polar

Lipids).  Zawartość  ceramidu  określano  w  tym  samym  ekstrakcie  chloroformowym,  który  był

używany do oznaczania poziomu SFO i SFA. 50μl chloroformu przenoszono do nowej probówki do

której  następnie  dodawano  standard  wewnętrzny  (40pmol  ceramidu  zawierającego  kwas

palmitynowy i  C17-sfingozynę).  Po  odparowaniu  pod  strumieniem azotu  dodawano  1,2ml  1M

KOH w 90% roztworze metanolu a następnie inkubowano próbki przez 1 godzinę w temperaturze

90˚C.  SFO uwolnioną  w trakcie  reakcji  alkalicznej  metanolizy  ceramidu  oznaczano  później  w

sposób identyczny z wyżej opisanym. Analiza ilościowa została wykonana w oparciu o krzywą
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wzorcową sporządzoną na bazie C18-ceramidu (Avanti Polar Lipids). Stężenie badanych frakcji

sfingolipidowych zostało wyrażone w nanomolach na miligram tkanki.

5.4. Analiza statystyczna

Uzyskane  dane  wyrażono  jako  wartości  średnie  ±  odchylenie  standardowe  (SD).  Jednorodność

wariancji oraz normalność rozkładu danych oceniono odpowiednio za pomocą testu Bartletta i testu

Shapiro-Wilka.  Ocenę  statystyczną  przeprowadzono  za  pomocą  dwukierunkowej  analizy  ANOVA,

a następnie odpowiedniego testu post-hoc (tj. test t-Studenta dla par) przy użyciu GraphPad Prism 8.2.1

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Różnice uznano za istotne statystycznie przy p < 0,05.

6. Wyniki

Szczegółowy opis  uzyskanych wyników znajduje  się  w  niżej  wymienionej  pracy  włączonej  do
rozprawy:

Distinct Effects of Cannabidiol on Sphingolipid Metabolism in Subcutaneous and Visceral Adipose

Tissues Derived from High-Fat-Diet-Fed Male Wistar Rats. Int J. Mol. Sci. 2022, 23, 5382.

Berk, K. Konstantynowicz-Nowicka, K. Charytoniuk, T. Harasim-Symbor, E. Chabowski, A.

W opisie wyników wykorzystano odniesienia do figur zamieszczonych w wyżej wymienionej
publikacji.

6.1 Wpływ kannabidiolu na stężenie sfingolipidów

W podskórnej  tkance tłuszczowej  zauważyliśmy znaczny wzrost  SFO, SFA, S1P i  ceramidu w

grupie HFD (+106,9%; +36,2%; +72,4%; +41,5%; p < 0,05; Figura 1A, B, C, Publikacja nr 2).

W grupie szczurów, którym wstrzyknięto CBD, poziom SFO był istotnie podwyższony (+66,4%; p

< 0,05;  ryc.  1A,  Publikacja  nr.  2)  w porównaniu ze szczurami karmionymi standardową dietą.

Po jednoczesnym podaniu HFD i CBD zaobserwowaliśmy znaczny wzrost poziomów SFO i S1P

w porównaniu  ze  zwierzętami  z  grupy  kontrolnej  (+47,0%,  +35,8%;  p  <  0,05;  Figura  1A,  C,

Publikacja nr 2) oraz znaczny spadek zawartości SFO, SFA i CER w porównaniu ze szczurami

karmionymi HFD (odpowiednio -59,9%, -41,6%, -48,8%; p <0,05; Figura 1A, B, E, Publikacja nr

2).

W trzewnej tkance tłuszczowej dieta bogatotłuszczowa spowodowała znaczne obniżenie poziomu

SFO (-152,7%; p < 0,05; Figura 1A, Publikacja 2) i  wyraźny wzrost SFA, S1P, SFA1P i CER

(+70,6%; +200,4%; +43,9%; +32,6%; p < 0,05; Figura 1B, C, D, E, Publikacja nr 2). W grupie
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szczurów,  którym  wstrzykiwano  CBD  wykazano  znaczny  spadek  poziomów  SFO  i  SFA

w porównaniu  z  grupą  kontrolną  (-100,4%; -43,4% p <  0,05,  Figura  1A,  B,  Publikacja  nr  2).

Jednoczesne podawanie diety bogatotłuszczowej i CBD spowodowało obniżenie poziomów SFO,

SFA, S1P i SFA1P w porównaniu z grupą kontrolną (-84,7%, -67,2%; -100,6%, -25,1%; p < 0,05;

Figura 1A, B, C, D, Publikacja nr 2). Ponadto, w tej grupie szczurów wykazano znacznie obniżone

poziomy SFA, S1P, SFA1P i CER (-137,7%; -301,2%; -68,9%; -42,2%; p < 0,05; Figura1B, C, D,

E, Publikacja nr 2),  zaś poziom SFO został  istotnie podwyższony w porównaniu z grupą HFD

(+68%; p < 0,05; Figura 1A, Publikacja nr 2).

6.2. Wpływ kannabidiolu na ekspresję białek zaangażowanych w sfingolipidowy szlak syntezy
de novo ceramidu                                    

                 

Analiza  Western  Blot  wykazała  istotne  zmiany  w  ekspresji  białek  zaangażowanych  w  szlak

sfingolipidowy.  W SAT ekspresja  SPTLC1 była  znacząco  zmniejszona  we  wszystkich  grupach

eksperymentalnych w porównaniu z grupą kontrolną (HFD: -32,2%; CBD: -65,4% ; HFD+CBD:

-76,6%; p <0,05; Figura 2A, Publikacja nr 2). W VAT zaobserwowaliśmy jedynie znaczny spadek

ekspresji SPTLC1 w grupie HFD + CBD w porównaniu z grupą szczurów karmionych HFD (-30,

5%;  p <0,  05;  Figura  2A,  Publikacja  nr  2).  Dodatkowo,  dieta  bogatotłuszczowa  spowodowała

wzrost  ekspresji  SPTLC2  zarówno  w  podskórnej  (+203%),  jak  i  trzewnej  (+76,9%)  tkance

tłuszczowej  w porównaniu  z  kontrolą  (p  <0,05)  (Figura  2B,  Publikacja  nr  2).  Ponadto,

jednoczasowa  podaż  CBD  i HFD  spowodowała  znaczny  spadek  ekspresji  SPTLC2  w  SAT (-

209,3%)  i  VAT  (-72,5%)  w porównaniu  z  grupą  szczurów  karmionych  wyłącznie  dietą

wysokotłuszczową (p < 0,05) (Figura 2B, Publikacja nr 2).

6.3. Wpływ kannabidiolu na ekspresję białek zaangażowanych zarówno w sfingolipidowy 

szlak ratunkowy jak i syntezy de novo ceramidu

Ekspresja białkowa enzymu CerS2 była znacząco podwyższona tylko w SAT w grupie szczurów

karmionych HFD w porównaniu ze szczurami karmionymi standardową karmą (+47,2%; p <0,05,

Figura 3A, Publikacja nr 2).  W VAT ekspresja CerS2 była zmniejszona w grupie HFD + CBD

w porównaniu  ze  szczurami  karmionymi  HFD (-27,9%,  p  <0,05,  Figura  3A,  Publikacja  nr  2).

Z drugiej strony zauważyliśmy znaczny wzrost ekspresji białkowej enzymu CerS4 we wszystkich

grupach  eksperymentalnych  w  porównaniu  z  kontrolą  (HFD:  +139,5%;  CBD:  +135,5%;

HFD+CBD:  139,6%;  p <  0,05;  Figura  3B,  Publikacja  nr  2).  W  trzewnej  tkance  tłuszczowej

wykazaliśmy znaczny wzrost  ekspresji  CerS4 w grupach HFD i  HFD+CBD w porównaniu  do
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grupy kontrolnej (+53,5% i +73,4%; p <0,05; Figura 3B, Publikacja nr 2). W przypadku CerS5

zauważyliśmy,  że  tylko  bogatotłuszczowa  karma  powodowała  wyraźny  wzrost  ekspresji  tego

białka, co było widoczne w dwóch typach tkanki tłuszczowej (VAT: +26,2%; SAT: +34,1%; p <

0,05%; Figura 3C, Publikacja nr 2). Co więcej, w VAT wzrost ten został  znacznie zmniejszony

przez podaż CBD w porównaniu do tego w grupie HFD (-27,4%, p <0,05; Figura 3C, Publikacja nr

2).  Całkowita  ekspresja  CerS6  w  SAT  znacznie  wzrosła  w porównaniu  z  grupą  kontrolną

w  przypadku  zwierząt  karmionych  bogatotłuszczową  dietą  i  zwierząt  karmionych  dietą

standardową, którym wstrzyknięto CBD (+78,3% i +72,5%; p < 0,05; Figura 3D, Publikacja nr 2).

Jednoczesne podawanie HFD i CBD spowodowało znaczny spadek ekspresji CerS6 w porównaniu

do szczurów karmionych HFD (-84,  3%,  p  <0,  05;  Figura  3D,  Publikacja  nr  2).  Co ciekawe,

całkowita  ekspresja  CerS6  w  VAT  była  wyraźnie  podwyższona  tylko  w  grupie  HFD+CBD

w porównaniu ze szczurami karmionymi standardową lub wysokotłuszczową dietą (+55%, p <0,05

w porównaniu z grupą kontrolną; +63,4%, p < 0,05 vs. grupa HFD; Figura 3D, Publikacja nr 2).

6.4. Wpływ kannabidiolu na ekspresję białek zaangażowanych w sfingolipidowy szlak 

kataboliczny

W tkance podskórnej wzrost całkowitej ekspresji ASAH1 (+58,6%, p < 0,05; Figura 4A, Publikacja

nr  2)  nastąpił  w  grupie  szczurów  karmionych  HFD  w  porównaniu  ze  szczurami  karmionymi

standardową karmą. Wzrost ten został istotnie obniżony po dwóch tygodniach iniekcji CBD (-63%,

p  <  0,05;  Figura  4A,  Publikacja  nr  2).  Wyraźny  wzrost  ekspresji  ASAH2  został  zauważony

u szczurów karmionych HFD, jak również u zwierząt karmionych HFD którym podawano CBD, w

porównaniu z grupą kontrolną (+45,1% i +59%, p < 0,05; Figura 4B, Publikacja nr 2). W trzewnej

tkance tłuszczowej zanotowano istotny wzrost ekspresji SPHK1 u szczurów karmionych HFD i u

szczurów karmionych dietą bogatotłuszczową którym podano CBD (+ 76, 9% i + 37, 5%, p <0, 05;

Figura 4C, Publikacja nr 2). Zaobserwowano także, że dwutygodniowe podawanie CBD szczurom

karmionym  HFD  spowodowało  widoczny  spadek  ekspresji  SPHK1  w  porównaniu  do  grupy

zwierząt karmionej tylko HFD (-65,6%, p <0,05; Figura 4C, Publikacja nr 2).

6.5. Wpływ kannabidiolu na ekspresję białek ze szlaku sygnałowego insuliny

Analizując  ekspresję  białek  zaangażowanych  w  insulinowy  szlak  sygnałowy,  zauważono

w podskórnej tkance tłuszczowej znaczne zmniejszenie stosunku pGSK3β/GSK3β (-74, 3%, p <0,

05; Figura 5B, Publikacja nr 2) w grupie szczurów karmionych HFD oraz istotny statystycznie

wzrost  stosunku pGSK3β/  GSK3β w grupie  leczonej  CBD w porównaniu  do grupy kontrolnej

(+121,9%,  p  <  0,05;  Figura  5B,  Publikacja  nr  2).  W  trzewnej  tkance  tłuszczowej  sama
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bogatotłuszczowa karma wyindukowała spadek współczynnika fosforylacji Akt (-48, 8%; p <0, 05;

Figura 5A, Publikacja nr 2) w porównaniu z grupą kontrolną.  Jednak podczas podawania diety

bogatotłuszczowej  podawanie  CBD spowodowało  odwrotny  skutek  czyli  podniesienie  stosunku

pAkt/Akt w porównaniu z grupą kontrolną (+47,3%, p < 0,05; Figura 5A, Publikacja nr 2) i HFD

(+96,4 %, p < 0,05; Figura 5A, Publikacja nr 2). Podobnie, stwierdziliśmy zmniejszony stosunek

pGSK3β/GSK3β u szczurów karmionych dietą  bogatotłuszczową (35,5%, p < 0,05;  Figura 5A,

Publikacja  nr  2)  w  porównaniu  do  tego  w  grupie  kontrolnej,  a  dodatkowo  był  on  znacznie

zwiększony u szczurów po dootrzewnowej iniekcji CBD.

7. Wnioski

Z przeprowadzonych badań wynika iż:

1. Podaż kannabidiolu zmniejsza zawartość sfinganiny i ceramidu w podskórnej i trzewnej tkance

tłuszczowej  szczurów  z insulinoopornością  indukowaną  dietą  bogatotłuszczową.  Ponadto

kannabidiol w trzewnej tkance tłuszczowej zmniejszył również akumulację sfingozyno-1-fosforanu

i  sfinganino-1-fosforanu,  zaś  w  podskórnej  tkance  tłuszczowej  zmniejszeniu  uległa  depozycja

sfingozyny. 

2. Zastosowanie kannabidiolu w szczurzym modelu insulinooporności zmniejsza ekspresję białek

enzymatycznych zaangażowanych w szlak syntezy  de novo zarówno w trzewnej jak i podskórnej

tkance  tłuszczowej.  Natomiast  wykazuje  różny  efekt  na  pozostałe  szlaki  metaboliczne

sfingolipidów. W trzewnej tkance tłuszczowej kannabidiol zwiększa ekspresję enzymów ze szlaku

katabolicznego  a  w podskórnych  depozytach,  kannabidiol  zmniejsza  ekspresję  białek

enzymatycznych uczestniczących w tzw. szlaku ratunkowym. Wszystkie wyżej wymienione zmiany

w szlakach enzymatycznych sfingolipidów, finalnie prowadzą do obniżenia zawartości ceramidu  

w obu typach tkanki tłuszczowej.

3. Zastosowanie kannabidiolu w szczurzym modelu insulinooporności powoduje uwrażliwienie na

insulinę adipocytów trzewnej tkanki tłuszczowej poprzez podwyższenie współczynnika ekspresji

pAkt (Ser473)/Akt i pGSK3β (Ser9)/GSK3β co koreluje ze zmniejszeniem zawartości większości

wewnątrzkomórkowych  frakcji  sfingolipidowych  czyli  sfinganiny,  ceramidu,

sfingozyno-1-fosforanu i sfinganino-1-fosforanu.

4.  Zmniejszenie stopnia  insulinooporności  adipocytów wynikające z podawania kanabidiolu jest

bardziej wyrażone w trzewnej tkance tłuszczowej w porównaniu do tkanki tłuszczowej podskórnej 

i  stanowi asumpt do dalszych badań nad korzyściami terapeutycznymi kannabidiolu w leczeniu

insulinooporności.
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10. Streszczenie w języku polskim

Otyłość  jest  przewlekłym,  nawracającym  schorzeniem  związanym  ze  znaczną  chorobowością

i śmiertelnością. Ze względu na globalnie wysoką częstość występowania i jej negatywny wpływ na

zdrowie,  otyłość  oraz  towarzysząca  jej  insulinooporność  stanowią  poważne  problemy  zdrowia

publicznego, a ich zapobieganie i leczenie stały się priorytetem w planach zdrowotnych zarówno

w krajach rozwiniętych jak i rozwijających się.

Insulinooporność to stan upośledzonej odpowiedzi biologicznej ważnych narządów metabolicznych

(wątroby, mięśni szkieletowych, tkanki tłuszczowej) na stymulację insuliny krążącej we krwi, co

skutkuje  zaburzeniem gospodarki  węglowodanów,  lipidów i  białek.  Wiadomym jest,  że  tkanka

tłuszczowa  stanowi  „centrum”  bilansu  energetycznego  organizmu  a  wrażliwość  adipocytów  na

insulinę  pośrednio  reguluje  czynność  metaboliczną  wątroby  i  mięśni.  Akumulacja  nadwyżki

energetycznej w postaci lipidów w depozytach tłuszczu prowadzi do hipertrofii adipocytów i ich

hiperlipolitycznego  fenotypu  oporności  na  insulinę.  Do  aktywnych  biologicznie  lipidów,  które

interferują  z wewnątrzkomórkowym szlakiem insulinowym należą sfingolipidy,  spośród których

szczególnym  zainteresowaniem  cieszą  się  ceramid  i  sfingozyno-1-fosforan.  Wielokrotnie

potwierdzono, że nadmierna akumulacja tych cząstek przyczynia się do rozwoju insulinooporności

tkanki  tłuszczowej.                                                                          

Liczne  dane  literaturowe  potwierdzają,  że  endokannabinoidom  (eCBome),  wewnętrzny  system

sygnalizacyjny zaangażowany w regulację bilansu energetycznego organizmu, odgrywa kluczową

rolę  w  patogenezie  chorób  metabolicznych  m.in.  otyłości  i  cukrzycy  typu  2.  W  skład

endokannabinoidomu  wchodzi  układ  endokannabinoidowy  (ECS)  zbudowany  z  receptorów

kannabinoidowych  CB1R  i  CB2R  sprzężonych  z  białkiem  G,  ich  lipidowych  ligandów,  N-

arachidonoilo-etanoloaminy (AEA) i 2-arachidonoyl glicerolu (2-AG), a także enzymów biorących

udział  w ich metabolizmie.  Największe zagęszczenie CB1R występuje w ośrodkowym układzie

nerwowym,  natomiast  ekspresja  CB2R  widoczna  jest  głównie  na  komórkach  układu

immunologicznego  przez  co  odgrywa  on  istotną  rolę  w  procesach  zapalnych.Poza  ECS,  do

składowych endokannabinoidomu zalicza się liczne mediatory pochodzące z kwasów tłuszczowych,

które działają m.in na receptory sprzężone z białkiem G takie jak GPR55, receptory waniloidowe

przejściowego potencjału (TRPV) i receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomów α i γ

(PPARα i PPARγ). Wielokrotnie potwierdzono, że diety bogatotłuszczowe prowadzą do nadmiernej

aktywacji  endokannabinoidomu  poprzez  modulację  ekspresji  receptorów,  poziomu

endokannabinoidów  oraz  powodowanie  zmian  w  ekspresji  enzymów  anabolicznych

i katabolicznych co w konsekwencji prowadzi do rozwoju cech zespołu metabolicznego takich jak

dyslipidemia czy insulinooporność.
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Aktualnie wiadomym jest, że kannabidiol (CBD), fitokannabinoid pozbawiony psychoaktywnych

właściwości,  poprzez  interakcję  z  receptorami  endokannabinoidomu  wykazuje  działanie

przeciwcukrzycowe oraz w sposób korzystny metabolicznie moduluje gospodarkę lipidową. Wciąż

jednak brak jest doniesień dotyczących wpływu tego tego związku na insulinowrażliwość tkanki

tłuszczowej.

Celem  pracy  była  ocena  wpływu  CBD  na  szlaki  metabolizmu  sfingolipidów  i  przekaźnictwa

insulinowego w podskórnej  (SAT)  i  trzewnej  (VAT) tkance  tłuszczowej  w zwierzęcym modelu

insulinooporności indukowanej dietą bogatotłuszczową (HFD) przez 7 tygodni.                       

Badania zostały przeprowadzone na szczurach rasy Wistar, losowo przydzielonych do czterech grup

– (I) grupa kontrolna karmiona standardową karmą dla gryzoni, (II) grupa HFD karmiona dietą

bogatotłuszczową,  (III)  grupa  CBD  karmiona  standardową  karmą  dla  gryzoni  otrzymująca

dootrzewnowe zastrzyki z kannabidiolem, (IV) grupa HFD+CBD karmiona dietą HFD otrzymująca

dootrzewnowe  zastrzyki  z  kannabidiolem.  Zawartość  poszczególnych  frakcji  sfingolipidowych

oznaczono za pomocą wysokosprawnej  chromatografii  cieczowej (HPLC). Oznaczenia ekspresji

białek  ze  szlaku  sfingolipidowego  oraz  szlaku  przekaźnictwa  insulinowego  wykonano  metodą

Western Blot.

Z  przeprowadzonego  eksperymentu  wynika,  że  kannabidiol  podany  w  iniekcji  szczurom

z wyindukowaną otyłością i insulinoopornością spowodował istotny spadek sfinganiny i ceramidu

w  trzewnej  i  podskórnej  tkance  tłuszczowej.  Spadek  zawartości  sfingolipidów  wynikał

z  zahamowania  szlaku syntezy  de novo ceramidów w obu depozytach.  Co więcej,  w trzewnej

tkance  tłuszczowej  kannabidiol  zwiększył  ekspresję  enzymów  ze  szlaku  katabolicznego,

a  w  podskórnych  depozytach  zmniejszył  ekspresję  białek  uczestniczących  w  tzw.  szlaku

ratunkowym. Obniżona zawartość ceramidów korelowała z istotną poprawą wrażliwości na insulinę

komórek trzewnej tkanki tłuszczowej.

Biorąc pod uwagę powyższe obserwacje, można stwierdzić, że kannabidiol wywiera potencjalnie

korzystny  wpływ  na  metabolizm  podskórnej  i  trzewnej  tkanki  tłuszczowej  w  warunkach

zwiększonej biodostępności kwasów tłuszczowych. Dlatego też w przyszłości, zasadne wydaje się

prowadzenie  bardziej  szczegółowych  badań  nad  fitokannabinoidami,  które  to  mogą  okazać  się

cennymi terapeutykami stosowanymi w leczeniu szeroko pojętej grupy zaburzeń metabolicznych.

11. Streszczenie w języku angielskim

Obesity is a chronic, relapsing disease associated with substantial morbidity and mortality. Due to

the  globally  high prevalence  and its  negative  impact  on  health,  obesity  and the  accompanying
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insulin  resistance  are  serious  public  health  problems,  and  their  prevention  and  treatment  have

become a priority in health plans in developed and developing countries.

Insulin resistance is a state of impaired biological response of important metabolic organs (liver,

skeletal muscles, adipose tissue) to the stimulation of insulin circulating in the blood, which results

in disturbances in the metabolism of carbohydrates, lipids and proteins. It is known that adipose

tissue is  the "center"  of the body's  energy balance,  and the sensitivity  of  adipocytes to  insulin

indirectly regulates the metabolic activity of the liver and muscles. Accumulation of the energy

surplus in the form of lipids in fat deposits leads to adipocyte hypertrophy and their hyperlipolytic

phenotype, which is resistant to insulin. 

Biologically active lipids that interfere with the intracellular insulin pathway include sphingolipids,

of which ceramide and sphingosine-1-phosphate are of particular interest. It has been repeatedly

confirmed that the excessive accumulation of these molecules contributes to the development of

insulin resistance of adipose tissue.

Numerous studies confirm that  the endocannabinoid (eCBome),  the complex,  internal  signaling

system involved in the regulation of the body's energy balance, plays a key role in the pathogenesis

of  metabolic  diseases,  e.g.  obesity  and  type  2  diabetes.  The  endocannabinoidome includes  the

endocannabinoid  system (ECS)  composed  of  G protein-coupled  CB1R and CB2R cannabinoid

receptors,  their  lipid  ligands,  N-arachidonoyl-ethanolamine  (AEA)  and  2-arachidonoyl  glycerol

(2-AG), and the enzymes involved in their metabolism. The highest concentration of CB1R occurs

in  the  central  nervous  system,  while  CB2R expression  is  visible  mainly  on  the  immune cells,

therefore  it  plays  an  important  role  in  inflammatory  processes.  In  addition  to  the  ECS,  the

components of the endocannabinoidom include numerous mediators derived from fatty acids that

act,  among others,  on G protein-coupled receptors  such as GPR55, transient potential  vanilloid

receptors (TRPV) and peroxisome proliferator-activated receptors α and γ (PPARα and PPARγ). It

has  been  repeatedly  confirmed  that  high-fat  diets  lead  to  excessive  activation  of  the

endocannabinoidome by modulating the expression of receptors, the level of endocannabinoids and

causing changes in the expression of anabolic and catabolic enzymes, which in turn leads to the

development  of  the features  of  metabolic  syndrome such as  dyslipidemia or  insulin  resistance.

Currently, it is known that cannabidiol (CBD), a phytocannabinoid lacks of abuse potential, exhibits

antidiabetic  activity  and  it  modulates  the  lipid  metabolism  by  targeting  endocannabinoidome

receptors. However, there are still no reports on the effect of this phytocannabinoid on the insulin

sensitivity of adipose tissue.

The aim of the study was to evaluate the effect of CBD on the sphingolipid metabolism and insulin

signalling pathway in subcutaneous (SAT) and visceral (VAT) adipose tissue in an animal model of

insulin resistance induced by a high-fat diet (HFD) for 7 weeks.
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The study was conducted on Wistar rats, randomly selected for the four groups - (I) control group

fed with standard rodent chow, (II) HFD group fed with a high-fat diet, (III) CBD group fed with

standard rodent chow receiving intraperitoneal injections of cannabidiol, (IV) HFD+CBD group fed

HFD diet receiving intraperitoneal injections of cannabidiol. The content of sphingolipid fractions

was determined by high-performance liquid chromatography (HPLC). The expression of proteins

that  were  directly  engaged in  sphingolipid  metabolism and  the  insulin  signalling  pathway  was

detected by using a routine Western blotting procedure. 

The  performed  experiment  shows  that  cannabidiol  injected  into  insulin  resistant  rats  caused  a

significant decrease in the concentrations of sphinganine and ceramide in visceral and subcutaneous

adipose tissue. In VAT by reducing its de novo synthesis and increasing its catabolism. However, in

SAT, CBD decreased the ceramide level through the inhibition of salvage and  de novo synthesis

pathways. All of these changes restored adipose tissues’ sensitivity to insulin.

Considering  all  the  above  observations,  it  can  be  assumed  that  cannabidiol  has  a  potentially

beneficial impact on the metabolism of subcutaneous and visceral adipose tissue in conditions of

increased bioavailability of fatty acids in the diet. Thus, performing more detailed research on CBD

seems reasonable, because it may turn out to be used as a potential therapeutic strategy for treating

or reducing insulin resistance, T2DM, and metabolic syndrome. 
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