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Kontekst i cele: Fenole aldehydowe oliwy z oliwek (OOP), w tym oleokantal, oleaceina, aglikon oleuropeiny
oraz aglikon ligstrosidu, to wysoce bioaktywne sekwoiridoidy o wyjatkowych wlasciwosciach
prozdrowotnych. Badania przedkliniczne wykazaty, Zze OOP wykazuja dzialanie przeciwzapalne i

przeciwutleniajace. Celem badania byta ocena bezposredniego wptywu OOP na zdrowie jako suplementu
Stowa kluczowe: . . . . . . . . s
X diety u 0s6b, u ktorych zdiagnozowano zespol metaboliczny. Jako gtéwne punkty koncowe wybrano stgzenie
oleokanthal, oleaceina

Zespét metaboliczny glukozy we krwi na czczo (FBG) oraz hemoglobiny Alc (HbAlc), poniewaz sa to kluczowe wskazniki

kontroli glikemii, stanowiacej podstawowy aspekt zespolu metabolicznego. Ich laczna ocena zapewnia
kompleksowy obraz zaréwno krotkoterminowej, jak i dlugoterminowej regulacji glikemii, co sprawia, ze
maja one duze znaczenie dla oceny interwencji.

Metody: W ramach tego podwdjnie $lepego, randomizowanego, kontrolowanego badania klinicznego w okresie
od 16 wrzesnia 2024 r. do 27 stycznia 2025 r. przeprowadzono selekcj¢ 110 0séb pod katem speinienia kryteriéw
kwalifikacyjnych. Osiem osOb nie spehilto kryteribw wiaczenia dotyczacych zespotu metabolicznego, a 102
kwalifikujacych si¢ uczestnikow przydzielono losowo do grupy otrzymujacej suplement OOPs lub do grupy
placebo, wykorzystujac wygenerowana komputerowo sekwencj¢ randomizacji. W ramach 12-tygodniowej
interwencji uczestnicy otrzymywali albo suplement diety zawierajacy 10 mg/dobe¢ ekstraktu z oliwy z oliwek
bogatego w polifenole (80% oleokantalu/oleaceiny, 18% aglikonu oleuropeiny/aglikonu ligstrosidu), albo placebo.
Nie zalecano zadnych zmian stylu zycia, a diet¢ i aktywno$¢ fizyczna oceniano w 6. tygodniu. Gléwnymi
punktami koncowymi byly stezenie glukozy we krwi na czczo (FBG) oraz hemoglobina A1C (HbAlc). Punkty
koncowe drugorzedne obejmowatly profil lipidowy, biatko C-reaktywne (CRP), wskaznik masy ciata (BMI),
ci$nienie krwi, obwod talii, badania czynnosci watroby (LFT), szacowany wspotczynnik filtracji kigbuszkowej
(eGFR), stezenie kwasu moczowego oraz wyniki w skali zmgczenia. Do poréwnania $rednich zmian (12 tygodni
— warto$¢ wyjsciowa) stgzenia glukozy we krwi na czczo migdzy grupa interwencyjna a grupa placebo
zastosowano analiz¢ wariancji z powtarzanymi pomiarami (ANOVA) oraz liniowe modele mieszane. Podobna
analiz¢ (zmiany w stosunku do wartosci wyjs$ciowej) przeprowadzono dla ciagtych wynikéw drugorzednych. W
przypadku wynikéw kategorycznych zmiany w stosunku do wartosci wyjsciowej poréwnano za pomoca testu
chi-kwadrat. W stosownych przypadkach zastosowano korektg Bonferroniego dla wielokrotnych poréwnan.
Wyniki: Wszyscy 102 losowo przydzieleni uczestnicy ukonczyli 12-tygodniowa interwencje i zostali
uwzglednieni w ostatecznej analizie. W grupie interwencyjnej odnotowano istotna poprawg w zakresie roznych
wskaznikOw metabolicznych i fizjologicznych w poréwnaniu z grupa placebo. Znaczace obnizenie
zaobserwowano w przypadku stgzenia glukozy na czczo (FBG) ($rednia réznica: —7,06 mg/dl, p < 0,0001) oraz
HbAlc (—0,29 %, p < 0,0001). Ponadto interwencja doprowadzita do znaczacego obnizenia wskaznika BMI (—
1,15, p < 0,0001), skurczowego ci$nienia krwi (—7,66 mmHg, p = 0,004), tréjglicerydow (-8,57, p = 0,0003),
utlenionego LDL (-5,01, p < 0,0001) oraz kwasu moczowego (—1,04,
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p <0,0001), ALT (—4,92, p = 0,0002) oraz wskazniki zmeczenia (—16,88, p < 0,0001). Odnotowano réwniez istotny

wzrost eGFR (+3,38, p = 0,0002).

Whniosek: Suplementacja OOPs wydaje si¢ obiecujaca w poprawie kluczowych markeréw metabolicznych u

pacjentéw z zespolem metabolicznym (MetS). Interwencja byta dobrze tolerowana, nie odnotowano zadnych

powaznych zdarzen niepozadanych. Konieczne sa dalsze badania z dluzszymi okresami interwencji,

obserwacja follow-up oraz jeszcze wyzszymi dawkami OOPs w celu oceny dlugoterminowej trwalosci i

wielko$ci efektu.

Rejestracja badania: 1dentyfikator ClinicalTrials.gov: NCT07144488.
© 2025 Opublikowano przez Elsevier Ltd w imieniu Europejskiego Towarzystwa Zywienia Klinicznego i

Metabolizmu.

1. Wprowadzenie i kontekst

Zesp6t metaboliczny (MetS) to zespdt powiazanych ze soba zaburzen
metabolicznych —  otylosci brzusznej, dyslipidemii, nadci$nienia
tgtniczego i insulinoopornosci — ktore znacznie zwigkszaja ryzyko
choréb sercowo-naczyniowych (CVD), udaru moézgu i cukrzycy typu 2
(T2DM). Czgsto$¢ wystgpowania zespolu metabolicznego ro$nie na calym
$wiecie w zwiazku z rosnaca czgstoscia wystgpowania otylosci i siedzacego
trybu zycia. Osoby z MetS sa nawet pigciokrotnie bardziej narazone na
rozw6j T2DM i maja okoto dwukrotnie wigksze ryzyko wystapienia
zdarzen sercowo-naczyniowych w porownaniu z osobami bez MetS.

Regularne spozywanie oliwy z oliwek zapewnia znaczace korzysci w
zakresie ochrony serca, co po raz pierwszy wykazalo badanie ,,Seven
Countries Study” przeprowadzone w latach 60. XX wieku [1]. Badanie to
ujawnito, ze $miertelno$¢ z powodu choréb wiencowych w regionie
$rédziemnomorskim byta od dwoch do trzech razy nizsza w poréwnaniu z
Europa Poinocna i Stanami Zjednoczonymi. Wynik ten byt konsekwentnie
potwierdzany w kolejnych badaniach [2,3]. Ponadto w duzym
amerykanskim badaniu kohortowym wykazano zwiazek migdzy wyzszym
spozyciem oliwy z oliwek a mniejsza liczba zdarzen sercowo-
naczyniowych, nizsza $miertelnoscia z przyczyn sercowo-naczyniowych
oraz z jakiejkolwiek przyczyny, a takze znacznie zmniejszonym ryzykiem
udaru mozgu [4]. Podstawowa patofizjologia zespolu metabolicznego
obejmuje przewlekte, niskostopniowe zapalenie, dysfunkcjg srédbtonka
oraz zwigkszony stres oksydacyjny, a wszystkie te czynniki przyczyniaja
si¢ do przyspieszenia rozwoju miazdzycy. Polifenole pochodzenia
pokarmowego okazaly si¢ potencjalnymi modulatorami tych procesow. W
szczegodlnosci polifenole pochodzace z oliwy z oliwek extra virgin, takie
jak oleokantal i oleaceina, wykazaly silne dzialanie przeciwzapalne
poprzez hamowanie cyklooksygenazy (COX) [5], a takze szereg innych
korzystnych wlasciwosci [6], podczas gdy oleaceina, aglikon oleuropeiny i
aglikon ligstrosidu wykazaty w badaniach przedklinicznych wtasciwosci
przeciwutleniajace i ochronne dla $rodbtonka, a takze wilasciwosci
zwiazane z regulacja otylo$ci, zapobieganiem
neurodegeneracji oraz zmniejszaniem ryzyka miazdzycy [7-9].

nowotworom i

Od 2012 roku EFSA oficjalnie uznaje ochronna rolg
zwiazki fenolowe zawarte w oliwie z oliwek przeciwdziataja utlenianiu
lipidow we krwi [10], co zostalo uznane przez Komisj¢ Europejska za
dopuszczalne oswiadczenie zdrowotne [11]. Badania kliniczne
przeprowadzone przez cztonkow naszej grupy wykazaty korzysci ptynace
ze stosowania oliwy z oliwek o wysokiej zawartosci OOPs w takich
schorzeniach, jak przewlekta biataczka limfocytowa [12], tagodne
zaburzenia poznawcze [13,14], stres oksydacyjny [15] oraz agregacja
ptytek krwi [16,17]. Wczesdniejsze niezalezne badania kliniczne wykazaty
roéwniez, ze oliwy z oliwek o wysokiej zawartosci zwiazkow fenolowych
wykazuja znacznie silniejsze dziatanie w poréwnaniu z oliwami o niskiej
zawartosci tych zwiazkéw w odniesieniu do cholesterolu, utlenionego LDL,
stgzenia glukozy we krwi, ci$nienia krwi oraz r6znych innych parametréw
zwigzanych z zespotem metabolicznym [18-22].

Do tej pory przypisywanie zaobserwowanych u ludzi efektow
dzialaniu sktadnikéw fenolowych opierato sig¢ posrednio na poréwnaniach
migdzy dziataniem oliw z oliwek o wysokiej i niskiej zawartosci fenoli,
poniewaz izolacja OOP na duza skal¢ wiagzata si¢ z trudno$ciami
technicznymi, ktoére uniemozliwiaty ich stosowanie w suplementach diety.
W  niniejszym badaniu opisujemy nowatorska metodg izolacji i
przygotowania preparatow zawierajacych OOP oraz po raz pierwszy
oceniamy u ludzi

z zespolem metabolicznym, ich bezpos$redni wplyw na zdrowie jako
suplementu diety.

Biorac pod uwage udowodniona rolg stresu oksydacyjnego i stanu
zapalnego w nasilaniu insulinoopornosci, otylosci brzusznej i dyslipidemii
— gléwnych sktadnikow zespotu metabolicznego zgodnie z definicja IDF —
polifenole zawarte w oliwie z oliwek moga wywiera¢ korzystny wptyw na
metabolizm dzigki swoim wlasciwo$ciom przeciwutleniajacym i
przeciwzapalnym. W zwiazku z tym postawiliSmy sobie za cel oceng
wplywu suplementacji fenolem aldehydowym z oliwy z oliwek (OOP) na
parametry metaboliczne i zapalne u oséb z zespotem metabolicznym,
stawiajac hipoteze, ze suplementacja OOP poprawi profil glikemiczny i
lipidowy w poréwnaniu z placebo [23].

2. Pacjenci i metody

21 Projekt badania, randomizacja i uczestnicy

To 12-tygodniowe badanie interwencyjne bylo randomizowanym,
jednoosrodkowym, podwdjnie §lepym badaniem z dwiema réwnoleglymi
grupami, przeprowadzonym w okresie od 16.09.2024 r. do 27.01.2025 r.
Badanie to zostalo zarejestrowane w serwisie ClinicalTrials.gov pod
numerem  NCTO07144488. Uczestnikow  rekrutowano z  Centrum
Medycznego Apostolos Loukas — najwigkszego osrodka ambulatoryjnego
na Cyprze, obslugujacego ponad 30 000 pacjentdéw, przy czym nadzor
akademicki i monitorowanie protokotu zapewnila Wydzial Medyczny
Uniwersytetu w Nikozji. Komisja Etyczna Cypru zatwierdzita protokoét
badania klinicznego. Zostat on opracowany w celu oceny wpltywu OOP
jako suplementu diety na rézne parametry zespolu metabolicznego. Nie
zalecano zadnych zmian stylu zycia, a diet¢ i aktywno$¢ fizyczna
oceniano w 6. tygodniu.

W niniejszym badaniu wykorzystaliSmy kwestionariusz Pyramid based
Mediterranean Diet Score (PyrMDS) [24] w celu oceny przestrzegania
przez uczestnikow gltownych zasad diety s$roédziemnomorskiej przed
rozpoczeciem badania, w jego trakcie oraz po jego zakonczeniu, a takze
poziomu ich aktywnosci fizycznej. PyrMDS to ustrukturyzowane,
zweryfikowane narzgdzie, ktore pozwala okresli¢ czgstotliwos$é spozycia
podstawowych skladnikow diety, w tym warzyw, owocoéw, produktow
petnoziarnistych, ryb i owocow morza, a nastgpnie okre$la gtdwne zrédto
tluszczow w diecie, ze szczegdlnym uwzglednieniem spozycia oliwy z
oliwek. Ponadto zawiera on kwestionariusz aktywnosci fizycznej [25],
ktory klasyfikuje osoby jako aktywne lub nieaktywne, przyczyniajac sig
do uzyskania ogoélnego wyniku odzwierciedlajacego taczna jakos¢ diety i
stylu zycia. To zintegrowane podejscie ulatwia rzetelne badanie wptywu
suplementacji polifenoli z oliwy z oliwek na kluczowe parametry zespotlu
metabolicznego. Ponadto wykorzystalismy ustrukturyzowany
Kwestionariusz Poziomu Energii [26] w celu oceny postrzeganych przez
uczestnikdbw poziomoéw zmegczenia i aktywnosci. Kwestionariusz ten
postuzyl do uchwycenia wielu aspektow zmeczenia, w tym zmeczenia
ogoblnego, fizycznego i psychicznego, a takze obnizonej aktywnosci,
poprzez pytania oparte na samoocenie i oceniane w skali stopniowe;j.
Uczestnicy oceniali stopien, w jakim odczuwali zmgczenie, wyczerpanie,
brak energii, trudnosci z koncentracja i pamigcia oraz ograniczenia w
rozpoczynaniu lub wykonywaniu codziennych czynnosci. W ten sposéb
zebrano kompleksowy profil subiektywnych pozioméw energii, ktory
mozna skorelowac z interwencjami dietetycznymi w celu oceny
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potencjalny wpltyw suplementacji OOP na zmegczenie i wyniki zwigzane z
aktywnoscia fizyczna.

Kwalifikujacy si¢ uczestnicy wyrazili zgodg na udziat w badaniu, zostali
poddani badaniom przesiewowym i losowo przydzieleni do grupy
otrzymujacej przez 12 tygodni suplement diety zawierajacy OOPs lub do
grupy  otrzymujacej identyczna  kapsutke placebo.  Uczestnikom
przydzielonym losowo do grupy interwencyjnej przepisano dzienng dawke 2
kapsulek, z ktorych kazda zawierala 5 mg (facznie 10 mg dziennej dawki)
polifenoli, a mianowicie oleokantalu/oleaceiny (80%) oraz aglikonu
oleuropeiny/aglikonu lig-strosidu  (18%). Uczestnikom przydzielonym
losowo do grupy kontrolnej przepisano dzienna dawkeg 2 kapsutek placebo.
Wszyscy uczestnicy byli objgci rutynowa opieka w osrodku medycznym. W
momencie wlaczenia do badania wszyscy uczestnicy otrzymali takie same
wytyczne  dotyczace interwencji  dietetycznej, schematu
farmakologicznego oraz aktywnos$ci fizycznej. Na poczatku badania cechy
demograficzne (w tym pochodzenie etniczne, ple¢, wiek, poziom
wyksztalcenia) oraz historia rodzinna zespolu metabolicznego zostaty
zebrane w trakcie wywiadu przeprowadzonego przez lekarza prowadzacego
badanie. Do badania wilaczono osoby (w wieku 30-70 lat) z aktualna
diagnoza zespolu metabolicznego oparta na kryteriach Migdzynarodowej
Federacji Diabetologicznej (IDF). Zgodnie z definicja Migdzynarodowej
Federacji Diabetologicznej (IDF) zespdl metaboliczny rozpoznawano na
podstawie obecnosci otylosci brzusznej, definiowanej przez progi obwodu
talii specyficzne dla danej grupy etnicznej (=94 cm u mezczyzn i >80 cm u
kobiet w populacjach rasy europejskiej), wraz z co najmniej dwoma z
nastgpujacych czynnikoéw: podwyzszony poziom trojglicerydow (=150 mg/dl
lub leczenie), obnizony poziom cholesterolu HDL (<40 mg/dl u mgzczyzn
lub <50 mg/dl u kobiet lub leczenie), podwyzszone cisnienie tgtnicze
(=130/85 mmHg lub leczenie przeciwnadci$nieniowe) lub podwyzszony
poziom glukozy w osoczu na czczo (=100 mg/dl) lub wczesniej
zdiagnozowana cukrzyca typu 2 [27]. Nastgpujace wyniki rejestrowano na
poczatku badania oraz po 12 tygodniach: wskazniki biochemiczne na
podstawie badan krwi na czczo: lipidy, CRP, st¢zenie glukozy na czczo,
HbAc, profil lipidowy, kwas moczowy, wyniki badan czynno$ci watroby
(LFT) i nerek (RFT); status palenia tytoniu; wskaznik masy ciala (BMI);
skurczowe i rozkurczowe cis$nienie tetnicze; stosunek obwodu talii do bioder
(WHR); nawyki zywieniowe (dieta bogata w tluszcze nasycone i
weglowodany); dziennik aktywnos$ci fizycznej. Co miesiac wysylano
elektroniczny kwestionariusz dotyczacy aktywnosci fizycznej w celu
uchwycenia wszelkich zmian w zakresie ¢wiczen, ktore moglyby przyczynié¢
si¢ do zmian w wynikach badania uczestnikow. Co miesiac stosowano
przypomnienia telefoniczne. Powazne zdarzenia niepozadane byly oceniane
przez caly czas trwania badania przez gtownego badacza (GS). Wszystkie
dane byly wprowadzane na bezpiecznej, chronionej haslem stronie
internetowej przez przeszkolonych i zatwierdzonych lekarzy. System danych
badania, w tym procesy selekcji i randomizacji oraz gromadzenie danych,
zostal opracowany przez wykonawce i zweryfikowany we wspélpracy z
biostatystykiem badania (TCK). Dostgp do zgromadzonych danych byt
ograniczony do biostatystyka (TCK) do momentu zakonczenia badania,
oczyszczenia wszystkich danych oraz zamknigcia bazy danych w celu
przeprowadzenia analizy. Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono
przy uzyciu oprogramowania SAS w wersji 9.4. Jakos¢ wprowadzania
danych zapewniono poprzez kontrole zakresu w czasie rzeczywistym oraz

leczenia

algorytmy automatycznej walidacji danych. Wszelkie rozbiezno$ci
rozstrzygano poprzez weryfikacje danych zZrédlowych 1 przeglad
przeprowadzany przez gléwnego badacza. Integralno$¢  badania

zabezpieczono poprzez rutynowe monitorowanie zgodnosci z protokolem
oraz kompletnos$ci danych.
Wszystkie pomiary kliniczne i biochemiczne przeprowadzono

przy uzyciu standardowych metod. Stgzenie glukozy we krwi na czczo
oraz HbAlc analizowano za pomoca zautomatyzowanych testow
enzymatycznych. Profil lipidowy (TC, HDL, LDL, TG) oraz CRP mierzono
za pomoca enzymatycznych testow kolorymetrycznych z wykorzystaniem
tej samej platformy. Badania czynnosci watroby i nerek (ALT, AST,
kreatynina, eGFR) przeprowadzono przy uzyciu zatwierdzonych metod
spektrofotometrycznych  zgodnie z instrukcjami producenta w
akredytowanym laboratorium. Cisnienie krwi mierzono trzykrotnie za
pomoca skalibrowanego cyfrowego ci$nieniomierza Omron M6 Comfort
po S5-minutowym odpoczynku w pozycji siedzacej, a wskaznik BMI
obliczano jako masa ciala (kg) podzielona przez wzrost (™)2. Wszystkie
badania laboratoryjne przeprowadzono w laboratorium klinicznym
Centrum Medycznego Apostolos Loukas, ktore uczestniczy w
zewngtrznych programach zapewnienia jako$ci w celu zagwarantowania
doktadnosci i powtarzalnosci wynikow.
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Schemat przebiegu badania OleoMetS zgodny z wytycznymi CONSORT
przedstawiono na rys. 1. Uczestnicy i badacze nie znali przypisania do
poszczegblnych grup w tym badaniu; uczestnicy zostali losowo
przydzieleni do grupy otrzymujacej suplement OOPs lub do grupy
placebo przy uzyciu generowanej komputerowo sekwencji
randomizacyjnej. Zar6wno kapsulki z preparatem, jak i kapsutki placebo
zostaly zaprojektowane tak, aby miaty identyczny wyglad i smak.

22, Pierwszorzedowe i drugorzedowe punkty koricowe

Jako glowne punkty koncowe ocenialiSmy kluczowe wskazniki
zdrowotne, w tym stgzenie glukozy na czczo (FBG) i HbAlc, a jako
drugorzgdne punkty koncowe — stgzenie HDL, LDL, -cholesterolu
catkowitego (TC), trojglicerydow (TG), CRP, wskaznik masy ciata (BMI),
cis$nienie tgtnicze (BP), otylos$¢ brzuszna, wyniki badan czynnosci watroby
(LFT), wynikow badan czynnos$ci nerek (RFT), stezenie kwasu moczowego
oraz wyniki w skali oceny zmgczenia. Oceny przeprowadzono w trzech
momentach: na poczatku badania/w momencie randomizacji, po 6 tygodniach
(dieta i aktywno$¢ fizyczna) oraz po 12 tygodniach od zakonczenia
interwencji.

221 Charakterystyka suplementu OOPs, ekstrakcja oliwy z oliwek i
receptura

Zwiazki docelowe, ktore zostaty selektywnie wyekstrahowane z oliwy
z oliwek, przedstawiono na rys. 2. Obejmuja one gtownie fenole
aldehydowe oliwy z oliwek (OOPs), takie jak oleokantal, oleaceina,
aglikon oleuropeiny i aglikon ligstrosidu, ktore sa wysoce bioaktywnymi
sekwoiridoidami o wyjatkowych wtasciwosciach ochronnych dla zdrowia,
oraz mniej znaczace proste zwiazki fenolowe, takie jak hydroksytyrosol i
tyrosol.

Tozsamos$¢ zwiazkow wyekstrahowanych z oliwy z oliwek potwierdzono
za pomoca spektroskopii NMR przy uzyciu aparatu Bruker Avance 400 MHz.

Widmo 1H NMR zwiazkéw OOP w CDCls przedstawiono na rys. 3.

Widma NMR w 1H =zostaly przetworzone przy uzyciu
oprogramowania MNova 6.0.2 (Mestrelab Research). Oznaczenie ilo§ciowe
zwiazkow OOP w oliwie z oliwek, ktéora postuzyla jako materiat
wyjéciowy, a takze w uzyskanych ekstraktach i gotowych produktach
przeprowadzono metoda qNMR, zgodnie z wczesniejsza procedura [28].

Oliwa z oliwek wyprodukowana w firmie OMPHAX SA z mieszanki
oliwek odmian Kalamon i Olympia, specjalnie wyselekcjonowanych pod
katem wysokiego stgzenia (>1 g/kg) oleokantalu, oleaceiny, aglikonu
oleuropeiny oraz aglikonu ligstrosidu, zostata intensywnie wymieszana z
PEG400, a nastgpnie mieszaning pozostawiono na 10 dni w zbiorniku
stozkowym. Dwie warstwy rozdzielono grawitacyjnie, a cigzsza warstwa
PEG400 zostala zebrana, przefiltrowana w celu usunigcia wszelkich
czastek nierozpuszczalnych i wykorzystana do przygotowania preparatu
[291.

Kapsulki aktywne (Thousand Olives®) przygotowano poprzez
zmieszanie ekstraktu z oliwy z oliwek w PEG400 z celuloza, dwutlenkiem
krzemu 1 stearynianem magnezu. Kapsutki placebo przygotowano
wylacznie z PEG400, celulozy, dwutlenku krzemu i stearynianu magnezu;
mialy one taka sama masg i wyglad

(Assessed for eligibility (n:llo)j

Excluded (n=8) B -
(— Did not meet inclusion criteria (n=8)j (Randomlzed (n—lOZ))

(Allocated to intervention (Oleocanthal) (n=48)) (Allocated to placebo (n=54)j

Received placebo (n=54)
Did not receive (n=0)

Lost to follow-up (n=0)

Analyzed (n=54)

Received intervention (n=48)
Did not receive (n=0)

Lost to follow-up (n=0)
Analyzed (n=48)

Rys. 1. Schemat przebiegu badania OleoMetS.
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Rys. 3. Profil NMR ekstraktu Oleoprotect rozcienczonego w cpci,, wskazujacy, ze zawiera on wylacznie fenole sekwoiridoidowe

w tym te aktywne. Dokladna zawarto$¢ poszczegolnych OOP w kapsulce
zostala przedstawiona na rys. 4 i zostala zmierzona metoda qNMR.

Ekstrakt OOP, jak pokazano na widmie NMR na rys. 3, zawiera
wylacznie opisane zwiazki (oleokantal, oleaceing, aglikon oleuropeiny,
aglikon ligstrosidu oraz tyrosol). Zgodnie z pomiarami qNMR calkowita
zawarto$¢ OOP w kazdej kapsulce wynosi 5 mg, co odpowiada minimalnej
dziennej dawce zalecanej przez EFSA dla 20 g oliwy z oliwek.
Przyjmowanie dwoéch kapsulek dziennie zapewnia 10 mg OOP, co
odpowiada ilosci zawartej w okoto trzech tyzkach stolowych oliwy z
oliwek. Biorac pod uwage od dawna potwierdzone bezpieczenstwo
spozycia oliwy z oliwek, zalecane przez EFSA dzienne spozycie oraz
réwnowaznos$¢ zawartosci OOP w kapsutkach z iloscia uzyskiwang w
ramach typowej diety opartej na wysokiej jakosci oliwie z oliwek, produkt
uznaje si¢ za bezpieczny do stosowania przez ludzi.

Metodologie ekstrakcji opracowali autorzy (Panagiotis Diamantakos,
Eleni Melliou i Prokopios Magiatis). Ekstrakt OOPs zostal przygotowany
przez firm¢ OMPHAX SA, a koncowy

produkt w kapsutkach zostal wyprodukowany przez firm¢ OnePharma SA,
zarejestrowang w Greckiej Narodowej Agencji Lekow (EOF). Kontrolg
jakosci przeprowadzono zaréwno w odniesieniu do ekstraktu, jak i gotowego
produktu, wykorzystujac ilo§ciowy rezonans magnetyczny (qNMR) do
pomiaru zawartosci polifenoli oliwy z oliwek (OOPs). Proces kontroli jakosci
obejmowal réwniez badania na obecnos$é zanieczyszczen mikrobiologicznych
oraz analizg pozostato$ci metali cigzkich, a wszystkie te badania potwierdzity
bezpieczenstwo produktu i jego zgodno$¢ ze specyfikacjami. Badania
stabilnosci suplementu przeprowadzono zgodnie z opisem w sekcji
,»Metody”, wykazujac jego stabilno$¢ przez caly okres badania. Nie
przeprowadzono badan stabilnosci dla placebo, poniewaz zawieralo ono
wylacznie substancje pomocnicze (PEG400, celulozg, dwutlenek krzemu i
stearynian magnezu), ktére sa chemicznie stabilne w identycznych warunkach
przechowywania.

Aby zapewni¢ spdjnos¢ i integralno$¢ produktu, opracowany
suplement OOPs poddano badaniom stabilno$ci w réznych warunkach
przechowywania. Probki przechowywano przez 3 miesiace w
temperaturze 40 ° C i przy wilgotnosci 75 %
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Rys. 4. Fenole sekwoiridoidowe w preparacie Thousand Olives®: mg na kapsutkg.

wilgotnosci wzglednej (RH), w temperaturze 30 ° C i przy 65 % RH oraz w
temperatur, o 55 ° C i przy 60 % RH. We wszystkich przypadkach preparat
zachowat >90 % poczatkowo oznaczonej zawarto$ci OOPs, co wskazuje na
doskonatg stabilno$¢ krétkoterminowa nawet w warunkach przyspieszonych.

Przeprowadzono dilugoterminowe
temperaturze pokojowej przez 30 miesigcy, podczas ktorego kapsutki
konsekwentnie zachowywaly >90 % zawarto$ci substancji aktywnych
(OOP), co potwierdzito trwalo$¢ preparatu.

Ponadto analizy wielu partii wyprodukowanych niezaleznie wykazaty
zmienno$¢ catkowitego stgzenia skladnikow aktywnych (OOPs) migdzy
partiami na poziomie ponizej 5%, co potwierdza odtwarzalno$¢ i wysoka
integralno$¢ produktu w catym procesie produkcyjnym.

roéwniez monitorowanie = w

222 Kwestie etyczne

Protokot zostat zatwierdzony przez Krajowa Komisj¢ Bioetyczng Cypru
pod numerem EEBK/EI1/2024/39. Wszyscy uczestnicy podpisali §wiadoma
zgode po wyjasnieniu wszystkich celéw i metodologii badania. Badanie
OleoMetS zostalo przeprowadzone zgodnie z =zaleceniami Deklaracji
Helsinskiej oraz wytycznymi Dobrej Praktyki Klinicznej Migdzynarodowej
Rady ds. Harmonizacji (CPMP/ICH/135/95).

23, Analiza statystyczna

Wielko$¢ proby zostala ustalona a priori na podstawie
pierwszorzegdowego punktu koncowego, jakim bylo stgzenie glukozy w
osoczu na czczo (FBG). Badanie zaprojektowano tak, aby wykry¢ $rednia
réznicg migdzygrupowa (A) wynoszaca 10 mg/dl w zmianie stezenia FBG od
wartosci wyjsciowej do 12. tygodnia. Wybrano t¢ wielko$¢ zmiany,
poniewaz uwaza si¢ ja za klinicznie istotna i znaczaca w kontekscie
zespotu metabolicznego oraz zaburzen regulacji glikemii. Na podstawie
wczesniejszych badan klinicznych przyjeto szacunkowe odchylenie
standardowe (o) wynoszace 15 mg/dL dla zmiany stezenia FBG.

badania i dane pilotazowe dotyczace interwencji z wykorzystaniem oliwy z oliwek o wysokiej zawartosci fenoli.

Przy zastosowaniu tych parametréw, dwustronnego poziomu istotnosci
(btad typu I a = 0,05) oraz pozadanej mocy statystycznej wynoszacej 90%,
obliczono, ze minimalna wymagana wielko$¢ proby wynosi 47 uczestnikow
w kazdej grupie. Aby zrekompensowaé przewidywany 10-procentowy
wskaznik rezygnacji lub utraty uczestnikOw w trakcie obserwacji, ostateczny
cel rekrutacji zwigkszono do 53 uczestnikow w kazdej grupie, co dato
planowana laczna liczbg 106 uczestnikow. Ostatecznie losowo przydzielono
tacznie 102 uczestnikow (grupa kontrolna n = 54; grupa interwencyjna n =
48). Nawet przy tej nieco
mniejszej liczbie uczestnikow, uzyskana wielko$¢ proby pozostata
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zachowaé¢ moc statystyczna przekraczajaca 90% w celu wykrycia z gory
okres$lonej wielko$ci efektu w zakresie zmian stezenia glukozy na czczo
(FBG). Podzniejsza weryfikacja mocy potwierdzita, ze zaobserwowana
wielko$¢ efektu miescita si¢ w granicach wykrywalnosci dla ostatecznej
proby.

Wszystkie analizy przeprowadzono zgodnie z zasada ,.intention-to-
treat”. W przypadku gléwnych punktéw koncowych (FBG i HbAlc)
zastosowano analizg wariancji z powtarzanymi pomiarami (ANCOVA)
oraz liniowe modele mieszane w celu poréwnania $rednich zmian w
stosunku do warto$ci wyjsciowych migdzy grupami w poszczegoélnych
wizytach badawczych. Modele najpierw uruchomiono bez korekty, a
nastgpnie skorygowano o z goéry okre$lone zmienne towarzyszace (wiek,
pte¢ i wyjsciowy wskaznik BMI) w celu uwzglednienia potencjalnych
czynnikow zaklocajacych. Porownania migdzy osobami badanymi na
podstawie tych modeli wykazaly statystycznie istotne efekty leczenia w
przypadku obu gléwnych punktow koncowych, a istotno$¢ ta utrzymata
si¢ po skorygowaniu o zmienne towarzyszace (Tabela 1).

W przypadku pierwszorzgdowego punktu koncowego, jakim jest
stgzenie glukozy na czczo (FBG), przeprowadzono poréwnanie $rednich
zmian w stosunku do warto$ci wyjéciowej (12. tydzien minus warto$é
wyjsciowa) przy uzyciu metod powtarzanych pomiaréw. Dla kazdego
uczestnika obliczono réznic¢ migdzy stezeniem glukozy we krwi na czczo
w 12. tygodniu a wartoscia wyjsciowa. Srednia réznice w gldéwnym
punkcie koncowym migdzy grupami interwencyjnymi poroéwnano z
wynikami z grupy placebo przy uzyciu analizy wariancji z powtarzanymi
pomiarami (ANOVA) lub liniowych modeli mieszanych. Podobna analiz¢
(zmiana w 12. tygodniu w stosunku do warto$ci wyjsciowej)
przeprowadzono dla HbAlc oraz ciaglych punktow koncowych
drugorzednych. W przypadku punktéw koncowych kategorycznych
zmiany od warto$ci wyjsciowej do 12. tygodnia poréwnano przy uzyciu
testu chi-kwadrat (Tabela 2).

3. Wyniki
3.1 Rekrutacja, charakterystyka wyjsciowa i przestrzeganie zalecen

W okresie od wrze$nia 2024 r. do grudnia 2024 r. oceniono
kwalifikowalno$¢ 110 osdb (patrz tabela 2). Osiem o0séb nie speinito
kryteriow wilaczenia dotyczacych zespolu metabolicznego i zostato
wykluczonych. Pozostalych 102 kwalifikujacych si¢ uczestnikow
przydzielono losowo do grupy otrzymujacej suplement OOPs lub do
grupy placebo, wykorzystujac wygenerowana komputerowo sekwencje
randomizacji. Wszyscy losowo przydzieleni uczestnicy ukonczyli 12-
tygodniowa interwencj¢ i zostali uwzglednieni w ostatecznej analizie.
Najwazniejsze cechy demograficzne i charakterystyka wyjSciowa
uczestnikéw poddanych randomizacji zostaly podsumowane w tabeli 3.
Glowng zaleta badania byl brak jakichkolwiek przypadkow rezygnacji
uczestnikow w trakcie jego trwania, co zapewnilo integralno$¢ zebranych
danych. W trakcie 12-tygodniowej interwencji nie zgloszono zadnych
dziatan niepozadanych ani problemow zwiagzanych z bezpieczenstwem w
zadnej z grup badawczych. Suplement OOPs byt dobrze tolerowany i zaden
z uczestnikOow nie przerwal interwencji z powodu skutkéw ubocznych.

Po wilaczeniu do badania przeprowadzono kompleksowa oceng cech
wyjsciowych wszystkich uczestnikow. Jak szczegdétowo przedstawiono w
tabeli 3, cechy te okazaly si¢ spdjne w obu grupach badawczych, co
wskazuje na pomys$lna randomizacje i minimalizuje ryzyko wystapienia
zmiennych zaklocajacych. Ponadto dokladna analiza nie wykazata
zadnych istotnych réznic w cechach wyjsciowych uczestnikow przy
uwzglednieniu kolejnosci interwencji, co dodatkowo potwierdza solidnosé

%;gg;(ﬁ?lecyyniki z liniowego modelu mieszanego dla gléwnych punktéw koncowych
‘Wynik Zmienna Nieskorygowane Skorygowa
ne

FBG Grupa terapeutyczna 0,007 0,0065
Wiek brak danych 0,0235
Ple¢ brak danych 0,4990
Warto$¢ wyjsciowa BMI brak danych 0,0024

HbAIC Grupa terapeutyczna 0,0273 0,0318
Wiek brak danych 0,0440
Ple¢ brak danych 0,5590
Warto$¢ wyjsciowa BMI brak danych <0,0001

H 1.
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Tabela 2
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Roznice migdzygrupowe w zmianie stgzenia glukozy we krwi na czczo (12. tydzien — warto$¢ wyjsciowa) wraz z wielkoscia efektu i moca analizy post hoc.

Grupa n Srednia zmiana stgzenia glukozy we krwi na Odchylenie dCohena Wielkos¢ efektu Moc
czczo (12. tydzien — warto$¢ wyjsciowa) standardowe statystyczna
Grupa kontrolna 54 0,5463 4,08
oleokanthal 48 —6,52 7,60
—1,16 —0,5 =90 %*

Uwaga: Moc statystyczna oszacowana za pomoca testu t dla dwoch prob (o nierownych wariancjach) przy uzyciu programu PASS 2022.

Tabela 3

Wychodzace cechy demograficzne i kliniczne uczestnikéw przydzielonych losowo do grup (n = 102).

Grupa kontrolna (n = 54)*

Grupa interwencyjna (n = Ogoétem (n = 102)*

48)*
Pleé¢
Kobiety 21 (39 %) 15 (31 %) 36 (35 %)
Mezczyzna 33 (61 %) 33 (69 %) 66 (65 %)
Poziom wyksztalcenia
Gimnazjum 5(9 %) 6 (13 %) 11 (11 %)
Liceum 22 (41 %) 18 (38 %) 40 (39 %)
Uniwersytet/szkota wyzsza 15 (28 %) 17 (35 %) 32 (31 %)
Studia podyplomowe (magisterskie) 11 (20 %) 5 (10 %) 16 (16 %)
Studia podyplomowe (doktoranckie) 1(2 %) 2 (4 %) 3(3 %)
Pochodzenie etniczne
Cypryjczyk grecki 51 (94 %) 48 (100 %) 99 (97 %)
Turcy cypryjscy 12 %) 0 (0 %) 1(1 %)
Inni Europejczycy 24 %) 0 (0 %) 22 %)
Zesp6l metaboliczny w rodzinie
Nie 26 (48 %) 23 (48 %) 49 (48 %)
Tak 28 (52 %) 25 (52 %) 53 (52 %)
Obecnie palacy
Nie 33 (61 %) 34 (71 %) 67 (66 %)
Tak 21 (39 %) 14 (29 %) 35 (34 %)
Obecna diagnoza stluszczenia watroby
Nie 35 (65 %) 23 (48 %) 58 (57 %)
Tak 19 (35 %) 25 (52 %) 44 (43 %)
Wiek (w latach) 58 (11,5) 55,1 (11,4) 56,6 (11,5)
‘Wskaznik BMI na poczatku badania 31,3 (4,3) 32,3 (5.8) 31,8 (5.1)
Cis$nienie krwi w mm Hg
Ciénienie rozkurczowe 89,9 (11,5) 90,5 (11,2) 90,2 (11,3)
Cisnienie skurczowe 140,1 (13,7) 139,6 (14,0) 139,9 (13,8)
Stosunek obwodu talii do bioder 1,1 (0,3) 1,0 (0,2) 1,09 (0,29)
Wyniki ELQ 11,3 (3.8)
Wynik ogélny 79,5 (17,8) 78,4 (15,6) 79,0 (16,7)
Ogolna ocena zmgczenia 11,4 (4,0) 11,3 (3,7) 11,3 (3,8)
Wynik zmeczenia fizycznego 12,2 (4,9) 12,0 (4,5) 12,1 (4.7)
‘Wynik zmgczenia psychicznego 10,9 (4,7) 10,6 (4.6) 10,8 (4,6)
Wynik dotyczacy zmniejszonej aktywnosci 10,8 (4,3) 10,7 (4,1) 10,7 (4,2)
‘Wynik w zakresie obnizonej motywacji 10,5 (4,6) 9,8 (4,1) 10.2 (4.4)
Wynik samopoczucia 12,2 (3,9) 12,2 (4,1) 12,2 (4,0)
Wynik jako$ci snu 11,6 (2,0) 11,7 (2,3) 11,6 (2,2)
Przestr diety $rédzi skiej 3,7(1,4) 3,3(1,3) 3,5(1.4)

Uwaga: f.aczna liczba n = 102 obejmuje wszystkich losowo przydzielonych uczestnikow (110 poddanych badaniu przesiewowemu, 8 wykluczonych).

Projekt badania. Chociaz stluszczenie watroby wystgpowalo czgsciej w
grupie interwencyjnej (52%) niz w grupie kontrolnej (35%), réznica ta nie
byla statystycznie istotna (test 3> 2, p = 0,11). Poréwnania danych
wyjsciowych wykazaty ponadto brak istotnych réznic migdzy grupami pod
wzgledem wskaznika BMI, skurczowego i rozkurczowego ci$nienia krwi,
podczas gdy stezenie glukozy we krwi na czczo oraz poziom HbAlc byly
istotnic wyzsze Ww grupie interwencyjnej na poczatku badania
(odpowiednio p = 0,001 i p = 0,002).

32, Wyniki pierwotne i wtérne

Stwierdzono statystycznie istotna réznice w zakresie gtownego punktu
koncowego (stezenie glukozy we krwi na czczo; FBG) migdzy dwiema
grupami badanymi. W grupie interwencyjnej odnotowano $redni spadek (po
12 tygodniach w poréwnaniu z warto$cia wyjéciowa) st¢zenia FBG o 6,5 mg/dl
(95% CI $redniej: —4,3; —8,7); w grupie kontrolnej zmiana o 0,5 mg/dl (po
12 tygodniach w poréwnaniu z warto$cia wyjsciowa) nie byta statystycznie
istotna (95% przedzial ufnosci dla $redniej: —0,6; 1,7). Roznica w $redniej
zmianie migdzy obiema grupami badania, wynoszaca 7,06 mg/dl, byta

statystycznie istotna (95% CI $redniej: 4,6; 9,5; p < 0,0001) w momencie

Blad typu I na poziomie 0,05, a takze skorygowany btad typu I na poziomie
0,025 (w celu umozliwienia badania HbAlc jako drugorzgdowego punktu
koncowego). Podobnie réznica w $redniej zmianie HbAlc (po 12
tygodniach w stosunku do wartosci wyjsciowej) migdzy dwiema grupami
badanymi wyniosta 0,29 i byla statystycznie istotna przy poziomie alfa
wynoszacym 0,025 (skorygowanym z uwzglednieniem wielokrotnych
poréwnan podczas badania HbAlc jako drugiego gloéwnego punktu
koncowego). (95 % CI; 0,19; 0,39; p < 0,0001).

Nie zaobserwowano zadnych istotnych zmian w przestrzeganiu diety
$rédziemnomorskiej i aktywnosci fizycznej migedzy grupami ani w obregbie
poszczegodlnych grup wsrdéd uczestnikow obu ram badania, co sugeruje,
cho¢ nie dowodzi ostatecznie, brak zanieczyszczenia w naszych probkach.
W zwiazku z tym szczegdlowe dane z 6-tygodniowej oceny diety i
aktywno$ci fizycznej nie zostaly uwzglednione w gléwnej prezentacji
wynikow.

Porownanie zmian w wynikach gléwnych i drugorzednych, zaréwno
ciagtych, jak i kategorycznych, przedstawiono w tabeli 4.

Oprocz poprawy podstawowych parametréw glikemicznych w grupie
objetej interwencja zaobserwowano klinicznie i statystycznie istotne
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Tabela 4
Porownanie zmian w wynikach pierwotnych i wtérnych.
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Wynik Srednia zmiana w grupie Srednia zmiana w grupie Srednia zmiana w grupie interwencyjnej — $rednia 95 % CI p*
kontrolnej interwencyjnej zmiana w grupie kontrolnej
Gléwne
FBG 0,55 —6,52 7,07 4,61;9,53 <0,0001°
HbAlc —0,14 —0,30 0,29 0,19; 0,39 <0,0001¢
Wtérne
BMI 0,066 —1,09 1,15 0,81, 1,50 <0,0001
WHR —0,02 0,02 0,00 —0,05, 0,06 0,93
Ciénienie tgtnicze
Cisnienie rozkurczowe 1,20 —4.85 6,06 1,18; 10,93 0,015
Cisnienie skurczowe 0,43 —723 7,66 2,49; 12,81 0,004
Cholesterol —1,67 —12,0 10,33 4,44, 16,22 0,0007
HDL —0,07 —0,.26 0,19 —0,75,1,12 0,7
LDL —0,78 —6,05 5,27 0,94; 9,60 0,018
Utleniony LDL 1,06 —3,96 5,01 3,21; 6,81 <0,0001
Triglicerydy —1,22 —9,79 8,57 4,02,13,11 0,0003
CRP 0,04 0,02 0,02 —1.25, 1,30 0,98
Kwas moczowy 0,70 —0,34 1,04 0,67; 1,41 <0,0001
Kreatynina 0,01 —2,07 2,08 —2,00, 6,20 0,31
ALT 1,05 —3,90 4,92 2,45;7,39 0,0002
AST 0,85 —0,64 1,49 —0,39,3,37 0,12
eGFR —0.28 3,10 —338 —5.11;-1,65 0,0002
Wynik PyrMD ¢ 0,07 0,46 —0,38 1,04, 0,27 0,25
Wynik PyrMD © 0,12 0,54 —042 —1,10,0,24 0.21
Ogolny wynik ELQ 6,94 —9.94 16,88 10,86; 22,91 <0,0001

Uwaga: W przypadku wynikoéw drugorzednych skorygowany poziom biedu typu I, uwzgledniajacy wielokrotne testowanie, wynosi 0,05/18 = 0,0028. Wartosci p przedstawione kursywa sa

statystycznie istotne przy skorygowanym poziomie blgdu typu I wynoszacym .
2 Na podstawie testu t dla préb powigzanych (3 miesiace od punktu odniesienia).

® Na podstawie modelu GLM ANOVA z powtarzanymi pomiarami: p = 0,007 dla efektéw migdzyosobniczych.

¢ Na podstawie modelu GLM ANOVA z powtarzanymi pomiarami: p = 0,0273 dla efektéw migdzy badanymi.

4 PyrMD (punkt odniesienia po 6 tygodniach).
¢ PyrMD (12 tygodni — warto$¢ wyjsciowa).

poprawe w zakresie kilku wynikéw drugorzednych w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Co istotne, u uczestnikOw przyjmujacych suplement OOPs
odnotowano wigkszy spadek wskaznika masy ciata (réznica $rednia: —1,15,
p < 0,0001) oraz skurczowego ci$nienia krwi (—7,66 mmHg, p = 0,004).
Znaczng poprawg zaobserwowano réwniez w przypadku utlenionego LDL (—
5,01, p < 0,0001), trojglicerydow (8,57, p = 0,0003) oraz kwasu moczowego
(—1,04, p < 0,0001), co wskazuje na korzystne zmiany w metabolizmie
lipidow i stanach zapalnych. Poprawila si¢ rowniez czynno$¢ watroby, w
szczegoOlnosci poziom ALT (4,92, p = 0,0002), natomiast eGFR znacznie
wzrdst (+3,38, p = 0,0002), co sugeruje potencjalne korzysci dla nerek. Co
istotne, grupa interwencyjna odnotowata znaczaco lepsze wyniki w zakresie
zmegezenia w skali ELQ (—16,88, p < 0,0001), co podkre$la odczuwalna
poprawg jakosci zycia.

Potencjalne roéznice w stosowaniu lekow lub przestrzeganiu zalecen
terapeutycznych wsréod uczestnikow mogly mie¢ wpltyw na wyniki
metaboliczne lub glikemiczne. Jednak wszyscy uczestnicy zostali
poinstruowani, aby kontynuowali dotychczasowe schematy leczenia, i nie
zgloszono zadnych zmian w trakcie badania. Przestrzeganie zalecen
terapeutycznych bylo wspierane poprzez comiesigczne przypomnienia
telefoniczne oraz weryfikacje podczas wizyt kontrolnych. Chociaz nie
mozna caltkowicie wykluczy¢ resztkowego czynnika zaklocajacego
wynikajacego z réznic w przestrzeganiu zalecen, zrownowazone cechy
wyjsciowe oraz podobna czgstotliwo$¢ kontaktow kontrolnych migdzy
grupami sprawiaja, ze systematyczne odchylenie zwiazane z lekami jest
mato prawdopodobne.

33, Réznice w odpowiedzi na leczenie zwiqzane z plciq

Przeprowadzono analizy eksploracyjne w celu oceny, czy efekty

leczenia roznilty si¢ migdzy uczestnikami ptci meskiej i zenskiej. Testy t
dla prob niezaleznych, poréwnujace zmiany stezenia glukozy we krwi na
czczo (FBG) i HbAlc migdzy grupa interwencyjna a kontrolna w obrgbie
kazdej ptci, wykazaly statystycznie istotne réznice na korzys¢ grupy
przyjmujacej oleokanthal zar6wno u mezczyzn, jak i u kobiet. Wérod
uczestniczek $rednie zmiany stgzenia FBG i HbA lc roznity sig istotnie
migdzy ramionami terapeutycznymi (FBG p = 0,013;

HbAlc p = 0,0004). Wséréd mezezyzn rdéznice te byly réwniez istotne
(FBG p < 0,0001; HbAlc p < 0,0001).

Jednak w modelach z powtarzanymi pomiarami, skorygowanych o
wyjsciowy wskaznik BMI, ple¢ oraz wyjsciowe warto$ci kazdego z
parametrow, wplyw plci nie byt statystycznie istotny ani w przypadku FBG
(p = 0,499), ani HbAlc (p = 0,56). Wyniki te sugeruja, ze zar6wno
megzczyzni, jak i kobiety odniesli podobne wzgledne korzysci ze
stosowania suplementacji oleokanthalem.

4. Dyskusja

Oleokanthal, oleaceina, aglikon oleuropeiny oraz aglikon ligstrosidu to
silnie dziatajace sekwoiridoidy wystepujace w oliwie z oliwek. Te fenole
aldehydowe (OOP) sa cenione za swoje wyjatkowe wlasciwosci
prozdrowotne. Randomizowane badanie kontrolowane OleoMetS
dostarcza przekonujacych dowoddéw na skuteczno$é OOP w poprawie
kontroli glikemii oraz szeregu parametréw metabolicznych u pacjentow z
zespotem metabolicznym (MetS). Co istotne, profil lipidowy wykazat
znaczace korzysci, w tym obnizenie zarowno poziomu utlenionego
cholesterolu LDL, jak i catkowitego cholesterolu LDL, a takze spadek
stezenia trojglicerydow. Wyniki badania OleoMetS zdecydowanie
sugeruja, ze OOP sa gtownymi sktadnikami aktywnymi oliwy z oliwek
przeciwdziatajacymi okreslonym chorobom, a lipidy odgrywaja
potencjalnie drugorze¢dna rolg. Zgodnie z nasza wiedza jest to pierwsze
badanie kliniczne po§wigcone metabolicznym skutkom dziatania oliwy z
oliwek o wysokiej zawarto$ci fenoli, naturalnie wzbogaconej w
oleokanthal, u 0s6b z zespotem metabolicznym. Chociaz w poprzednich
badaniach szerzej analizowano zawarto$¢ fenoli w oliwie z oliwek, dane
konkretnie wyodrgbniajace rolg oleokanthalu w tej populacji pozostaja
ograniczone, co podkresla nowatorski charakter i znaczenie kliniczne
niniejszych wynikow.
Postawili§my hipotezg, ze OOP sa glownymi sktadnikami aktywnymi
oliwy z oliwek, a lipidy moga odgrywaé¢ drugorzedna role w jej
wlasciwosciach przeciwchorobowych. Zgodnie z nasza wiedza na calym
$§wiecie nie przebadano dotad Zzadnego suplementu zawierajacego czyste
OOP. Ta znaczaca luka badawcza wynikata z braku optacalnych metod
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ekstrakcja substancji OOP z oliwy z oliwek na duza skalg [30], co utrudnia
ich wprowadzenie na rynek jako suplementow diety lub produktow
farmaceutycznych. Aby temu zaradzi¢, opracowalismy szybka i ekonomiczna
metodg selektywnej ekstrakcji OOP z oliwy z oliwek. Doprowadzito to do
enkapsulacji dostgpnego na rynku ekstraktu (Oleoprotect®) w suplemencie
diety (Thousand Olives®), umozliwiajac przeprowadzenie pierwszego
badania klinicznego z wykorzystaniem czystych OOP, oddzielonych od
matrycy lipidowej oliwy z oliwek. Badanie to dostarcza nowych informacji
na temat ich bioaktywnosci oraz dostarcza solidnych danych dotyczacych ich
skutecznosci klinicznej w walce z zespotem metabolicznym. Ograniczeniem
badania jest brak danych dotyczacych konkretnego rodzaju stosowanych
lekow przeciwcukrzycowych; jednak wszyscy uczestnicy musieli by¢ na
stabilnym schemacie leczenia przez co najmniej trzy miesiace przed
wlaczeniem do badania, a podczas trwania badania nie zezwalano na zadne
zmiany, co zminimalizowato potencjalne czynniki zaktocajace.
Biodostgpnosé zwiazkéw polifenolowych oliwy z oliwek (OOP), zarowno w
zastosowanej konkretnej preparacji, jak i w samej oliwie z oliwek, stanowi
ztozony obszar, w ktérym dostgpno$¢ opublikowanych danych dotyczacych
ludzi jest ograniczona. Przedkliniczne badania na zwierzgtach wykazaty, ze
po dozylnym podaniu myszom zwiazki takie jak oleokantal czy oleaceina nie
sg bezposrednio wykrywalne w osoczu. W zwiazku z tym przyszie badania
moga obejmowac analiz¢ biomarkeréw we krwi lub osoczu — w
szczego6lnosci zwiazkoéw fenolowych i ich metabolitow — w celu lepszej
charakterystyki ekspozycji ogdlnoustrojowej i mechanizmu dziatania OOP.
Ponadto w przysztych badaniach farmakokinetycznych nalezy réwniez
uwzgledni¢ i omowi¢ znaczna zmienno$¢ migdzyosobnicza w zakresie
obecnosci zwiazkéw fenolowych i ich metabolitow w moczu, poniewaz
stanowi to wyzwanie metodologiczne przy ocenie wchtaniania i
metabolizmu. Nasze wczesniejsze badania (Darakjian L i in.) wykazaly, ze
oleokanthal spontanicznie reaguje z aminokwasami osocza, tworzac nowe
metabolity, takie jak oleoglicyna, ktora zostata wykorzystana jako marker
farmakokinetyczny podawania oleokanthalu [30]. Jednak dane dotyczace
podawania doustnego u ludzi nie zostaty dotychczas opublikowane i sa nadal
przedmiotem badan. Wstepne wyniki badan naszej grupy wskazuja, ze u
ludzi metabolity powstate w wyniku reakcji oleokantalu lub oleaceiny z
niektérymi aminokwasami osocza (np. glicyna lub cysteina) osiagaja
maksymalne stgzenia po 30 minutach i sa wykrywalne przez okres do 60
minut, podczas gdy oleokanthal lub oleaceina

same w sobie nie sag wykrywalne w zadnym momencie.

Po przebadaniu ponad 10 000 probek oliwy z oliwek [31] odkryliSmy
odmiany, ktére w okre§lonych warunkach malaksacji moga dawac oliwe
zawierajaca oleokanthal i oleaceing jako gloéwne skladniki fenolowe.
Spoéréd nich odmiana Kalamon wykazuje najwigksza zdolno$¢ do
wytwarzania oleokanthalu. Inna grecka odmiana zdolna do produkcji
oliwy z oliwek bardzo bogatej w aglikony oleuropeiny i ligstrosidu jest
odmiana Olympia. Wykorzystujac mieszankg tych dwoch rodzajow oliwy
z oliwek jako material wyjSciowy oraz stosujac nowo opracowang
procedure selektywnej ekstrakcji, udalo nam si¢ uzyska¢ ekstrakt
zawierajacy oleokanthal, oleaceing, aglikon oleuropeiny i aglikon
ligstrosidu bez lipidéw ani zadnych innych sktadnikow oliwy z oliwek.
Procedura selektywnej ekstrakcji  zostata wcze$niej opisana z
wykorzystaniem wody jako medium ekstrakcyjnego [32,33] i opierata sig
na wilasciwosci aldehydowych sekwoiroidow do reagowania z woda i
przeksztalcania si¢ w rozpuszczalne w wodzie 1,1-dioly. Jednak
rozpuszczalno$¢ uwodnionych aldehydéw w wodzie jest stosunkowo
niska (np. w przypadku oleokantadiolu wynosi 0,2%), co wymaga uzycia
duzych ilosci wody do ekstrakcji i zwigksza ryzyko hydrolizy oraz
zepsucia mikrobiologicznego przy zastosowaniu na skalg przemyslowa.
Aby przezwycigzy¢ te problemy, opracowali§my alternatywna metodg
selektywnej ekstrakcji z wykorzystaniem glikolu polietylenowego
PEG400. Dzigcki PEG oleokanthal i wszystkie inne aldehydy
sekwoiridoidowe przeksztalcaja si¢ w pegylowane hemiacetale (rys. 5),
ktére wykazuja rozpuszczalnos¢ w PEG do 30% w/w, a ponadto ich
roztwor pozostaje stabilny przez co najmniej 2 lata w temperaturze
pokojowej bez ryzyka zepsucia mikrobiologicznego. Na przyktad 1000 kg
oliwy z oliwek mozna selektywnie i skutecznie ekstrahowaé przy uzyciu
zaledwie 10 kg PEG (w
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(w przeciwienstwie do wody, ktéra wymaga ponad 1000 kg). Roztwor
PEG mozna wykorzysta¢ bezposrednio do przygotowania preparatu po
zmieszaniu z odpowiednimi stalymi substancjami pomocniczymi (np.
celuloza) lub, alternatywnie, mozna go dodatkowo wzbogaci¢ przy uzyciu
technologii zywic adsorpcyjnych. Pegylowane formy sekoiridoidow sa
tatwo rozpuszczalne w wodzie. Reaguja one iloSciowo i spontanicznie z
woda, dajac w wyniku odpowiednie 1,1-dioly, ktore sa dokladnie tymi
samymi zwiazkami, jakie powstalyby w sokach Zzotadkowych po spozyciu
aldehydowych OOP w postaci oliwy z oliwek.

Innowacyjna metoda selektywnej ekstrakcji na duza skalg fenoli
aldehydowych z oliwy z oliwek (OOP) z wykorzystaniem glikolu
polietylenowego 400 (PEG 400) stanowi znaczacy postgp w praktycznym
wykorzystaniu tych bioaktywnych zwiazkéw. PEG 400 tworzy z OOP
rozpuszczalne w wodzie hemiacetale, co rozwiazuje problemy zwigzane z

ekonomiczna produkcja i umozliwia wytworzenie ekstraktu
OLEOPROTECT®.
Oleokanthal, begdacy glownym zwigzkiem o wlasciwosciach

przeciwbolowych zawartym w badanym suplemencie diety, jest dobrze
znanym ligandem receptora przejSciowego potencjalu TRPAI,
odpowiedzialnym za ostry smak oliwy z oliwek pozyskiwanej z
niedojrzatych oliwek. TRPA1 to kanatl jonowy wystgpujacy w neuronach
czuciowych, komoérkach beta trzustki oraz réznych tkankach
metabolicznych. Jest on aktywowany przez zwiazki o ostrym smaku, takie
jak izotiocyjanian allilu (olej musztardowy), aldehyd cynamonowy
(cynamon), allicyna (czosnek) oraz czynniki draznigce pochodzace ze
$§rodowiska, a takze odgrywa rol¢ w odczuwaniu boélu, stanach zapalnych,
stresie oksydacyjnym i regulacji metabolicznej. W szczegdlnosci
niedawno dokonano przegladu roli TRPA1 w regulacji stgzenia glukozy
we krwi [34]. Co ciekawe, TRPA1 ulega ekspresji w komorkach beta
trzustki, gdzie jego aktywacja moze zwigksza¢ wydzielanie insuliny [35], a
ponadto doniesiono, ze kilka naturalnych agonistow TRPAI, takich jak
cynamon, czosnek i olej musztardowy, obniza poziom glukozy we krwi w
modelach  zwierzgcych. W szczegolno$ci aldehyd cynamonowy
(pochodzacy z cynamonu), bedacy agonista TRPA1, wykazal poprawe
wrazliwo$ci na insuling oraz obnizenie poziomu glukozy we krwi na
czczo u myszy z cukrzyca [36]. TRPA1 wystepuje rowniez w neuronach
jelitowych i moze regulowaé¢ uwalnianie peptydu glukagonopodobnego
typu 1 (GLP-1) [37], ktéry wplywa na wydzielanie insuliny i uczucie
syto$ci. Ponadto moze posrednio wplywaé na produkcje glukozy w
watrobie poprzez szlaki nerwowe.

W szczegbdlnosci w badaniu OleoMetS suplementacja OOPs
(grupa interwencyjna) doprowadzita do statystycznie istotnego obniZenia
stgzenia glukozy we krwi na czczo oraz HbAlc — kluczowych
homeostazy  glukozowej i istotnych  czynnikoéw
prognostycznych progresji do cukrzycy typu 2 (T2DM). Wyniki te sa
zgodne z dotychczasowymi badaniami przedklinicznymi i
mechanistycznymi, ktore podkreslaja wlasciwosci przeciwzapalne i
zwigkszajace wrazliwos$¢ na insuling zwigzkéw OOP. Oprocz gtownych
wynikéw dotyczacych glikemii interwencja wywotata rowniez korzystne
zmiany w parametrach drugorzednych, w tym w BMI, skurczowym
cis$nieniu krwi, tréjglicerydach, utlenionym LDL i kwasie moczowym, co
podkresla jej szerokie korzysci metaboliczne. Na dalsze ogolnoustrojowe
korzysci wynikajace ze stosowania suplementu wskazywala poprawa
funkcji watroby (ALT) i nerek (¢GFR), a takZze znaczace zmniejszenie
zglaszanego przez pacjentow zmegczenia. Te wicloaspektowe efekty
mozna prawdopodobnie przypisaé synergicznym = mechanizmom
przeciwutleniajacym i przeciwzapalnym sekwoiridoidow obecnych w
preparacie. Ponadto przestrzeganie diety srddziemnomorskiej pozostawato
spéjne w obu grupach badawczych przez caty czas trwania badania, co
wyeliminowato potencjalne czynniki zaklocajace z przedstawionych
wynikoéw.

Projekt badania opieral si¢ na solidnych metodach, w tym
rygorystycznej randomizacji, maskowaniu oraz skrupulatnym
monitorowaniu  przestrzegania protokotu, co lacznie zwigkszylo
wewngtrzng trafno$¢ naszych wynikow. Ponadto stopien przestrzegania
protokotu interwencji byl wysoki, a sama interwencja byla dobrze
tolerowana — nie odnotowano zadnych powaznych
niepozadanych. Uznajemy jednak, Ze préba w tym jednoosrodkowym
badaniu byla niewielka i zalecamy potwierdzenie wynikow w ramach
wigkszych, wieloosrodkowych badan. Eksploracyjne analizy 2z
uwzglednieniem plci wykazaty znaczaca poprawe zardbwno u mezczyzn,
jak i u kobiet;

wskaznikow

zdarzen



G. Samoutis, T.C. Kyriakides, N. Demetriou i in.

HO HC

HO™

Clinical Nutrition ESPEN 71 (2026) 102883

HO__~ O[/\;O /} OH
) n

0. _0O

H.C

Rys. 5. Reakcja aldehydowych sekoirydoidéw z PEG400 lub woda stosowana do selektywnej ekstrakcji z oliwy z oliwek.

Jednak po uwzglednieniu wyjsciowego wskaznika BMI i innych zmiennych
towarzyszacych ple¢ nie miala istotnego wplywu na odpowiedz na
leczenie ani w przypadku stgzenia glukozy na czczo, ani HbAlc, co
wskazuje na zasadniczo spdjny efekt u obu ptci. Nalezy jednak wziaé pod
uwage kilka ograniczen. Stosunkowo krotki czas trwania badania,

Wynoszacy 12 tygodni, wymaga przeprowadzenia badan
dlugoterminowych w celu potwierdzenia trwaltej skutecznosci i
bezpieczenstwa. Ponadto, cho¢ badanie miato odpowiednia moc

statystyczna w odniesieniu do gtéwnych punktéw koncowych, analizy
podgrup oraz badanie dlugoterminowych wynikow, takich jak zdarzenia
sercowo-naczyniowe, wykraczaty poza zakres niniejszego badania.

Niedawne badanie krzyzowe z podwdjnie §lepa proba przeprowadzone
wsréd osob dorostych z otylo$cia i stanem przedcukrzycowym, choé
krotkotrwate, wykazato, ze zastapienie popularnych olejéow spozywczych
oliwa z oliwek extra virgin o wysokiej zawartosci oleokantalu przez jeden
miesigc znaczaco obnizylo poziom markeréw stanu zapalnego (np.
interferonu-y), poprawitlo wskazniki stresu oksydacyjnego oraz
doprowadzito do umiarkowanego spadku masy ciata, wskaznika BMI i
stgzenia glukozy na czczo. W badaniu tym nie oceniano jednak
dlugoterminowych  wskaznikow  metabolicznych. Natomiast badanie
OleoMetS, 12-tygodniowe badanie z grupami rownoleglymi, w ktéorym
zastosowano standaryzowany suplement polifenoli oliwnych, wykazato
bardziej kompleksowe korzysci metaboliczne. Obejmowaty one znaczna
poprawg kontroli glikemii (FBG i HbAlc), profilu lipidowego, ci$nienia krwi
oraz funkcji nerek i watroby u 0s6b z rozpoznanym zespolem
metabolicznym.

W ujeciu  zbiorczym badania te potwierdzaja rolg polifenoli
pochodzacych z oliwy z oliwek w regulowaniu kluczowych proceséw
patofizjologicznych  zwiazanych ze stanem  zapalnym, stresem
oksydacyjnym i zaburzeniami metabolicznymi. Badanie OleoMetS

poszerza ten zbior dowoddéw, wykazujac utrzymujaca si¢ skuteczno$é w
dluzszym okresie interwencji w populacji o podwyzszonym ryzyku i
zréznicowanej klinicznie.

Wyniki te stanowia obiecujaca wskazoéwke co do potencjalnej
przydatnosci  suplementacji  polifenoli w diecie jako metody
wspomagajacej w leczeniu zespotu metabolicznego (MetS). Biorac pod
uwagg rosnaca globalng czgsto$¢ wystgpowania MetS, opracowywanie
bezpiecznych, optacalnych i pochodzacych z naturalnych Zrédet metod
leczenia wymaga dalszej rygorystycznej oceny klinicznej. Przyszie
badania powinny rowniez skupi¢ si¢ na wyzszych dawkach preparatow na
bazie oleokantalu, poniewaz wstepne dowody sugeruja zalezno$¢ efektu od
dawki.

5. Whioski

Nasza innowacyjna metoda selektywnej ekstrakcji fenoli aldehydowych z
oliwy z oliwek (OOP) na duza skalg z wykorzystaniem glikolu
polietylenowego 400 (PEG 400) wykazata znaczny potencjal do zastosowan
komercyjnych 1 terapeutycznych. Ten biokompatybilny rozpuszczalnik
skutecznie przeksztalca OOP w rozpuszczalne w wodzie hemiacetale,
utatwiajac ich ekstrakcje i zwigkszajac ich stabilno$¢ w réznych preparatach.
Otrzymany  ekstrakt, OLEOPROTECT®, zostal 2z powodzeniem
wprowadzony do produkcji na skalg wielu ton i wykorzystany w stabilnym
preparacie suplementu diety (Thousand Olives®). Badanie kliniczne
OleoMetS po raz pierwszy potwierdzito korzysci plynace ze stosowania
biofenoli z oliwy z oliwek u ludzi, torujac droge do szerszego wykorzystania
OOP w profilaktyce zdrowotnej i zapobieganiu chorobom Wsréd
wszystkich uczestnikow, suplement

wykazal doskonate bezpieczenstwo i tolerancjg; w trakcie 12-tygodniowej
interwencji  nie  odnotowano zadnych zdarzen niepozadanych.
Podsumowujac, badanie OleoMetS dostarcza pierwszych dowodow
klinicznych na to, suplementacja standaryzowanym ekstraktem
polifenoli z oliwy z oliwek, bogatym w oleokanthal, oleaceing, aglikon
oleuropeiny i aglikon ligstrosidu, prowadzi do =znaczacej i istotnej
klinicznie poprawy stgzenia glukozy na czczo oraz HbAlc — naszych
gléwnych punktow koncowych — a takze wywiera korzystny wplyw na
wskaznik BMI, ci$nienie krwi, profil lipidowy, czynnos¢ watroby i nerek
oraz wskazniki zmegczenia. Wyniki te bezposrednio potwierdzaja hipoteze,
ze fenolowe sekwoiridoidy oliwy z oliwek (OOP) sa kluczowymi
bioaktywnymi skladnikami odpowiedzialnymi za korzysci zdrowotne
przypisywane oliwie z oliwek extra virgin [38,39].

ze

Pomimo zaobserwowanych silnych i spdjnych efektéow niniejsze
badanie ma pewne ograniczenia. Wielko$¢ proby, cho¢ wystarczajaca do
wykrycia gltownych punktow koncowych, byla niewielka i mogla nie
odzwierciedla¢ w pelni zmienno$ci populacyjnej. Czas trwania badania
wynoszacy 12 tygodni ogranicza mozliwo$¢ wyciagnigcia wnioskow
dotyczacych dlugoterminowej skutecznosci i bezpieczenstwa. Ponadto
wigkszo$¢ uczestnikéw regularnie spozywata oliwe z oliwek, co mogto
wplynaé¢ na wyjsciowa wrazliwos¢ na OOP.

Dlatego tez przyszte badania powinny mie¢ na celu rekrutacje wigkszych
i bardziej zrdéznicowanych populacji — w tym oséb, ktéore dotychczas
spozywaly oliwg z oliwek w minimalnych ilosciach — oraz wydtuzenie
okresu interwencji powyzej trzech miesigcy, aby ocenié, czy
zaobserwowana poprawa parametrOw metabolicznych utrzymuje si¢ w
czasie. Badania takie pozwoliltyby na lepsze wyjasnienie zaleznosci
dawka—odpowiedz, trwalosci oraz mechanizmoéw lezacych u podstaw
bioaktywnosci OOP w zakresie zdrowia metabolicznego.

Wklad autoréw

G. Samoutis opracowal koncepcj¢ badania, koordynowal badanie RCT
oraz nadzorowal proces uzyskiwania zgdd etycznych. TC. Kyriakides brat
udziat w opracowaniu projektu badania, nadzorowat zarzadzanie danymi oraz
przeprowadzit analizg statystyczna. N. Demetriou, E. Poulianiti, G. Samouti i
S. Samouti byli odpowiedzialni za oceng uczestnikOw oraz gromadzenie
danych. Panagiotis Diamantakos, Eleni Melliou i Prokopios Magiatis wniesli
znaczacy wklad w ekstrakcjg¢ i syntezg fenoli z oliwy z oliwek. Wszyscy
autorzy przyczynili si¢ do powstania ostatecznej wersji manuskryptu i
zatwierdzili ja.

Oswiadczenie dotyczace wykorzystania generatywnej sztucznej
inteligencji (Al) i technologii wspomaganych przez AI w procesie
pisania

Podczas przygotowywania niniejszej pracy autorzy korzystali z ChatGPT
w celu poprawy czytelno$ci i jgzyka tekstu. Po uzyciu tego narzedzia
autorzy dokonali przegladu i edycji tresci zgodnie z potrzebami oraz biora
pelna odpowiedzialno$¢ za tresé publikaciji.

Finansowanie

Badanie zostato sfinansowane przez World Olive Center for Health oraz
Fundacji A.G. Leventis za hojne wsparcie i zapewnienie



G. Samoutis, T.C. Kyriakides, N. Demetriou i in.

stypendium oraz projekt ,, Botanic Art”, przekazujac kapsutki z
suplementem diety OOPs oraz kapsutki placebo.

Podzi¢gkowania

Badanie to zostato sfinansowane przez World Olive Center for Health

oraz Fundacje A.G. Leventis, ktéra przyznata réwniez stypendium panu
Nicholasowi Demetriou. Serdecznie dzigkujemy réwniez firmie Botanic Art
za uprzejme dostarczenie suplementu diety OOPs oraz kapsutek placebo

wykorzystanych w niniejszym badaniu.

Ich wktad mial kluczowe

znaczenie dla realizacji badan przedstawionych w niniejszym artykule.

Sponsorzy nie mieli zadnego wptywu na projekt badania, gromadzenie

danych, analizg, interpretacje¢ ani sporzadzenie raportu.

Autorzy os$wiadczaja, ze nie wystgpuja zadne konflikty interesow.

Wszyscy wspotautorzy zapoznali si¢ z tre§cia manuskryptu i zatwierdzili
ja, nie zglaszajac zadnych interes6w finansowych. Czasopismo ,,Botanic
Art” udostgpnito dodatek bezptlatnie, ale nie brato udzialu w analizie

danych,

ich interpretacji ani w podjgciu decyzji o opublikowaniu

wynikoéw badan.
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