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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Ceramidy z grupy sfingolipidéw, powstaja w osSrodkowym uktadzie nerwowym w wyniku synte-
zy de novo, za posrednictwem hydrolizy sfingomieliny lub w tzw. ,,szlaku ratunkowym”. Biora
udzial w tworzeniu tratw lipidowych, ktére majg istotne znaczenie w regulacji i transdukcji sy-
gnatéw docierajacych do komérki ze srodowiska zewngtrznego. Sa gtéwnymi wtérnymi przekaz-
nikami sfingomielinowego szlaku transmisji sygnatléw. Ceramidy odpowiadaja za regulacj¢ pro-
liferacji i r6znicowanie komérkowe, programowang $mier¢ i starzenie si¢ komoérek. Nadmierna
ekspresja ceramidéw, gléwnie jako rezultat hydrolizy sfingomieliny, jest komponenta uszkodzen
zachodzacych podczas niedokrwienia mézgu i w czasie wczesnej fazy reperfuzji. Ceramidy obec-
ne w duzych st¢zeniach indukuja apoptoze neuronéw zalezna od mitochondriéw, nasilaja syn-
tezg reaktywnych form tlenu, zmniejszaja poziom ATP, hamuja transport elektronéw i uwalnia-
ja cytochrom c oraz aktywuja kaspaze¢ 3. Proces hartowania zmniejsza akumulacj¢ ceramidéw
w mozgu zalezna gtéwnie od ceramidéw tworzonych Sciezka de novo — obserwowano wéwczas
dziatanie antyapoptotyczne ceramidéw. Wzrost poziomu ceramidow w mézgu obserwowano
w chorobie Alzheimera u ludzi oraz w modelach zwierzg¢cych tej demencji. Zwigkszone steze-
nie ceramidéw w tej patologii jest wynikiem ich syntezy Sciezka de novo lub nasilonego meta-
bolizmu sfingomieliny. Szlak ceramidowy moze bezposrednio stymulowac zmiany biochemiczne
w moézgu: nadmierng fosforylacje biatka tau oraz gromadzenie si¢ biatka B-amyloidu, obserwo-
wane w poczatkach choroby. Akumulacja ceramidéw we krwi w fazie przedobjawowej schorze-
nia moze by¢ markerem wczesnych zmian w mézgu.

ceramidy ¢ mozg ¢ ischemia/hipoksja ¢ choroba Alzheimera

Summary

Ceramides, members of the sphingolipids, are produced in the central nervous system by de novo
synthesis, sphingomyelin hydrolysis or the so-called salvage pathway. They are engaged in for-
mation of lipid rafts that are essential in regulation and transduction of signals coming to the cell
from the environment. Ceramides represent the major transmitters of the sphingomyelin pathway
of signal transduction. They regulate proliferation, differentiation, programmed cell death and
senescence. Ceramide overexpression, mainly as a result of sphingomyelin hydrolysis, is a com-
ponent of brain damage caused by ischemia and early reperfusion. Their high concentrations in-
duce mitochondria-dependent neuronal apoptosis, exacerbate the synthesis of reactive oxygen
species, decrease ATP level, inhibit electron transport and release cytochrome c, and activate ca-
spase-3. Reduced ceramide accumulation in the brain, dependent mainly on ceramide synthesized
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de novo, may exert an anti-apoptotic effect after pre-conditioning. The increase of ceramide con-
tent in the brain was observed in Alzheimer disease and its animal models. Enhanced ceramide
concentration in this pathology is an effect of their synthesis de novo or sphingomyelin metabo-
lism augmentation. The ceramide pathway can directly stimulate biochemical changes in the bra-
in noted at the onset of disease: tau overphosphorylation and B-amyloid peptide accumulation.
The higher concentration of ceramides in blood in the pre-clinical phase of the illness may mark

early brain changes.
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Wstep

Najprostszymi sfingolipidami z grupy lipidéw ztozonych
sg ceramidy. Ich trzon stanowi dlugotaricuchowy, nienasy-
cony aminoalkohol sfingozyna [42], ktdry jest potaczony
z resztg nasyconego lub nienasyconego kwasu ttuszczowe-
g0, o dlugosci tadcucha 14-24 atoméw wegla (mirystyno-
wy 14:0, palmitynowy 16:0, palmitooleinowy 16:1, steary-
nowy 18:0, oleinowy 18:1, linolowy 18:2, linolenowy 18:3,
arachidowy 20:0, arachidonowy 20:4, behenowy 22:0, do-
kozaheksaenowy 22:6, lignocerynowy 24:0, nerwonowy
24:1) (ryc. 1). Obecnie znanych jest ponad 50 r6znych ce-
ramidéw. Sa one gléwnym wtérnym przekaznikiem, opisa-
nego w 1986 r., sfingomielinowego szlaku transmisji sygna-
16w, ktdry oprocz cyklu fosfatydyloinozytolowego i uktadu
cyklicznych nukleotydéw stanowi istotng droge dokomor-
kowej, przezbtonowej transmisji informacji. Ceramidy sa
generowane w komorce pod wptywem czynnikow, takich
jak glikokortykosteroidy, czynniki wzrostu, interleukiny,
promieniowanie jonizujace, interferon oraz niektdre che-
mioterapeutyki. Powstaja w wyniku syntezy de novo, hy-
drolizy sfingomieliny oraz w tzw. ,,szlaku ratunkowym”
poprzez aktywacj¢ syntazy ceramidu, katalizujacej ich po-
wstawanie ze sfingozyny [55,59,86] (ryc. 2).

ZRODLA CERAMIDOW W MOZGU

Synteza de novo ceramidu zachodzi gtéwnie w astrocy-
tach na zewngtrznej btonie retikulum endoplazmatyczne-
go i odgrywa gtéwna role w regulacji stezenia ceramidu
w komorkach osrodkowego uktadu nerwowego. Poczatkowo
w wyniku kondensacji palmitylo-CoA i seryny z udzia-
fem palmitoilotransferazy serynowej (SPT) powstaje 3-ke-
tosfinganina. W kolejnym etapie biosyntezy ceramidu de
novo 3-ketosfinganina jest bardzo szybko przeksztatca-
na w sfinganing. Reakcja ta katalizowana jest przez en-
zym reduktaze 3-ketosfinganinowa i jest zalezna od ADP
[58]. Do czasteczki sfinganiny przytaczona zostaje resz-
ta kwasu ttuszczowego, w wyniku czego powstaje dihy-
droceramid. Jest to reakcja N-acylacji sfinganiny, katali-
zowana przez syntaz¢ dihydroceramidu. Ostatnim etapem

CH3-(CHpy-CH=CH - (lH - ClH - (H,-OH
OH NH-CO-R

Ryc. 1. Struktura czasteczki ceramidu

syntezy de novo ceramidu jest desaturacja, polegajaca na
wytworzeniu podwdjnego wigzania pomigdzy 4 i 5 we-
glem w czasteczce dihydroceramidu. Reakcja ta katalizo-
wana jest przez enzym desaturaz¢ dihydroceramidowa [55].
Nastegpnie ceramid jest transportowany do aparatu Goldiego
i metabolizowany do sfingozyny. Szlak syntezy ceramidu
ze sfingozyny pod wptywem syntazy ceramidu zwany jest
szlakiem ratunkowym (salvage pathway). Kitatani i wsp.
[44] uwazaja, iz ten szlak odpowiada za 50-90% biosynte-
zy sfingolipidéw. Na wewng¢trznej powierzchni bton apara-
tu Goldiego, pod wptywem syntazy sfingomieliny powstaje
sfingomielina (SM), ktéra moze by¢ réwniez Zrédlem cera-
midéw, jesli ulegnie hydrolizie pod wptywem sfingomie-
linaz (SMazy) [36,71,85]. Podzial sfingomielinaz opiera
si¢ na r6znicach optimum pH katalizowanej reakcji, masy
czasteczkowej enzymu, zaleznosci aktywnosci od jonéw
metali dwuwartosciowych oraz wystgpowania w tkankach.
Dotychczas wyrézniono nastgpujace izoenzymy sfingomie-
linaz: sfingomielinaza kwasna (aSMasa), magnezozalezna
i magnezoniezalezna sfingomielinaza oboj¢tna (nSMasa)
oraz sfingomielinaza alkaliczna (bSMasa). Skutki dziata-
nia sfingomielinaz w komoérce sa widoczne po kilkuna-
stu sekundach do kilkunastu minut od zadziatania czynni-
ka indukujacego. Obecnie sadzi sig, ze gtéwnym Zrédtem
ceramidu w komorce jest jego synteza de novo [58], ale
sfingomielinazy biora réwniez udzial w regulacji stezenia
komoérkowego ceramidu. Ceramidy powstale ré6znymi dro-
gami syntezy lub metabolizmu sg Zrédlem innych lipidéw:
galaktozylo- i glukozyloceramidéw, a takze sfingomieliny,
najistotniejszego sfingolipidu uktadu nerwowego.

FuNKcJE CERAMIDOW W MOZGU

Ceramidy sa waznym skladnikiem bton komérkowych i Zré-
dtem przekaznikéw komodrkowych. W btonie komérkowej
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Ryc. 2. Sfingomielinowy szlak transmisji sygnatow

| Palmitylo-CoA + Seryna |

Sfingomielina

(wg [55,59,86] zmodyfikowano)

palmitoilotransferaza serynowa

| 3-ketosfingoza |

syntaza sfingomieliny

l reduktaza 3-ketosfinganinowa

A sfingomielinaza
| Sfinganina | g
syntaza desaturaza
dihydroceramidowa | dihydroceramidowa
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l kinaza ceramidowa
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i jadrowej ceramidy, podobnie jak wigkszos$¢ sfingolipi-
dow, pehnia rolg strukturalng. Biorg udziat w tworzeniu
tratw lipidowych (lipid rafts), a gromadzenie si¢ cerami-
déw w blonie komérkowej catkowicie zmienia jej charak-
terystyke. Ceramidy blonowe maja tendencje do sponta-
nicznego tworzenia struktur zwanych mikrodomenami
btonowymi wzbogaconymi w ceramidy. Struktury te biora
czynny udzial w powstawaniu klastréw czasteczek recepto-
rowych, ale tez moga by¢ miejscem uchwytu ich ligandéw
[95], co ma istotne znaczenie w regulacji i transdukcji sy-
gnatéw docierajacych do komérki ze Srodowiska zewnetrz-
nego i w transdukcji sygnatu w komérce.

Ceramidy przez stabilizacje tratw lipidowych moga takze
utatwia¢ komunikacj¢ migdzy sasiadujacymi komoérkami
i docierajace do nich biatka kierowac¢ do ich miejsc doce-
lowych. Ceramidy formuja megakanaly na zewnetrznej
btonie mitochondrialnej umozliwiajac agregowanie bia-
tek, tym samym uczestnicza w przepuszczalnosci bton mi-
tochondrialnych [78,79,84].

Ceramidy odpowiadaja za regulacj¢ bardzo réznych proce-
séw komodrkowych, takich jak proliferacja i réznicowanie
komoérkowe, programowana $mieré¢ komoérki, hamowanie
wzrostu, czy starzenie si¢ komoérek. Gtéwnymi biatkami
aktywowanymi przez ceramidy sa specyficzna btonowa ki-
naza biatkowa (CAPK — ceramide-activated protein kinase)
oraz serynowo-treoninowa fosfataza biatkowa (CAPP — ce-
ramide-activated protein phosphatase). Inne kinazy biat-
kowe, aktywowane ceramidem to MAPK (kinaza biatko-
wa aktywowana mitogenami), w tym kinaza aktywowana
stresem, JNK (c-jun-N-terminal protein kinase) oraz kina-
za biatkowa CC [16,57].

Ceramidy aktywuja kaspaze 8 i kaspaze 3, enzymy bezpo-
Srednio uczestniczace w egzekucji apoptotycznej Smierci
komorki, ktére powoduja dezintegracje cytoszkieletu, bton
biologicznych oraz jadra komérkowego [63,76]. Ponadto ce-
ramidy hamuja dziatanie antyapoptotycznych biatek Bcl-2,
sygnatowych kinaz biatkowych B i Ca (PKB i PKCa) [33]
1 aktywuja proapoptotyczng kinaze biatkowa JNK [63] oraz
moga dziata¢ za posrednictwem proteazy apoptotycznej

katepsyny D [76]. Podwyzszone stezenie ceramidéw w ko-
morkach, poprzedzajace wystapienie apoptozy jest zwia-
zane z aktywacja receptoréw rodziny TNF-o (tumor ne-
crosis factor o).

Wzrost stgzenia ceramidéw skutkuje zahamowaniem po-
dziatéw komoérkowych oraz proliferacji i wzrostu komé-
rek. Pod wplywem ceramidéw zachodzi natomiast in-
dukcja réznicowania komoérkowego. Na skutek dziatania
TNF-o., narasta zawartoS¢ ceramidow w komorkach linii
promielocytarnej HL-60, ktére ulegaja réznicowaniu do
monocytéw [16].

Wzrastajaca zawarto$¢ ceramidéw stwierdzono tez w trak-
cie réznicowania si¢ komoérek nowotworowych m.in. ner-
wiaka czy gwiaZdziaka [82]. Okreslono zaleznos¢ efektow
ceramidéw od ich stezenia. W matym st¢zeniu stymulu-
ja proliferacje [64], w Srednim hamuja podziaty komé-
rek [74], zas apoptoza indukowana jest przez ich wyso-
kie stezenia [70].

CERAMIDY A ISCHEMIA/HIPOKSJA MOZGU

Podwyzszony poziom ceramidow

Podczas niedokrwienia/niedotlenienia ulegaja zmianie pro-
cesy wewnatrzkomérkowe oraz funkcjonowanie mézgu.
Zmieniony metabolizm lipidéw jest réwniez komponenta
uszkodzen zachodzacych w ischemii/hipoksji, co obser-
wowano u ludzi i na modelach zwierzecych tych patologii.

Nadmierna ekspresja ceramidéw jest obserwowana we
wczesnej fazie ischemii, gtéwnie w neuronach hipokam-
pa, a nie w gleju, jak przypuszczano. Hipokamp jest struk-
turg bardzo wrazliwa na zmiany poziomu tlenu. U myszy
poddanych eksperymentalnej ischemii zaobserwowano
w nim wzrost poziomu ceramidéw zawierajacych kwas
palmitynowy (C16), stearynowy (C18) i arachidowy (C20).
Stwierdzono zwigkszenie immunoreaktywnosci ceramidéw
w rejonie CA1 i CA3 hipokampa z jednoczesnym zmniej-
szeniem liczby neuronéw w tych obszarach [24]. Nakane
i wsp. [65] wykazali, ze letalna ogniskowa ischemia,

297



Postepy Hig Med Dosw (online), 2012; tom 66: 295-303

w ktérej uszkadzane jest przodomézgowie, stymulowata
hydroliz¢ sfingomieliny i tworzenie si¢ ceramidow w hi-
pokampach myszoskoczkéw. Willaime-Morawek 1 wsp.
[92] opisali podwyzszenie st¢zenia ceramidéw w hodow-
li neuronéw po usunigciu czynnikéw przezyciowych, przy
czym maksimum wzrostu obserwowano w ciggu pierw-
szej godziny, a nastgpnie po 16 godzinach od deprywacji.
Gromadzenie ceramidéw moze by¢ markerem wczesnej
fazy niedotlenienia. Autorzy sugeruja, ze szybko narasta-
jace stgzenie ceramidéw jest rezultatem aktywacji SMazy
i odpowiada za indukcje apoptozy. Wczesniejsze badania
tlhumaczyly rol¢ nSMazy w zwigkszaniu poziomu cerami-
déw natychmiast po wywotaniu ischemii oraz w ciagu kil-
ku nastegpnych godzin [93]. Potwierdzity to réwniez eks-
perymenty Soeda i wsp. [80]. Natomiast Jaffrezou i wsp.
[40] sugerowali, ze wtérny pik wzrostu ceramidéw jest za-
lezny od syntezy Sciezka de novo.

Zwigkszenie aktywnosci kwasnej sfingomielinazy zachodzi
we wezesnym etapie po niedokrwieniu, powoduje wzrost
poziomu ceramid6w i nasilenie wytwarzania prozapalnych
cytokin. Diacylglicerol (DAG) i fosfolipaza C (PC-PLC) za-
lezna od fosfatydylocholiny (PC) aktywuja aSMaze do two-
rzenia ceramidéw podczas reperfuzji. Jednak zahamowanie
aSMazy w tym czasie nie spowodowalo zmniejszenia pozio-
mu ceramidow, co sugeruje, ze wzrost poziomu ceramidéw
jest wynikiem hamowania syntazy SM [37,53,74]. U myszy
modyfikowanych genetycznie, odznaczajacych si¢ brakiem
aSMazy lub u zwierzat, u ktérych zablokowano aktywnos¢é
tego enzymu, obserwowano zahamowanie syntezy cyto-
kin prozapalnych: obnizenie poziomu mRNA dla TNF-a,
IL-1a, IL-1PB, IL-2 i G-CSF, ale tez redukcje uszkodzenia
mozgu i zmniejszenie objawéw, co sugerowato bezposredni
wplyw ceramidéw na regulacj¢ ekspresji cytokin podczas
ischemii [94]. Cytokiny (TNF-a,, IL-1 o/f, IL-6) uwalniane
po ischemii zmieniaja metabolizm fosfolipidéw oraz wzbu-
dzaja wytwarzanie ceramidéw. TNF-o i IL-1 moga hamo-
wac syntezg PC i SM poprzez aktywacje SMazy i uwalnia-
nie ceramidéw, ktére zwrotnie hamuja syntezg SM [89].

Kwasy tluszczowe: stearynowy (66,9%) i palmitynowy
(20,2%), tworzyly gtéwna pule ceramidéw izolowanych
z mézgu ludzi po niedokrwieniu. Taki sktad kwasow tlusz-
czowych budujacych ceramidy wskazuje na rolg degradacji
gangliozydow podczas niedokrwienia. Ischemia powoduje
szybka akumulacj¢ wolnych kwaséw tluszczowych, w tym
kwasu arachidonowego, ktéry nasila uwalnianie glutami-
nianu, neuroprzekaznika uczestniczacego w Smierci komé-
rek w wyniku ekscytotoksycznosci. Masywne uwalnianie
glutaminianu podczas ischemii i stymulacja receptoréw
glutaminianergicznych powoduje aktywacj¢ sfingomieli-
naz, hydrolizg fosfolipidéow, uwalnianie ceramidow i kwa-
su arachidonowego [1,3,51,72,73].

Ceramidy wptywaja réwniez na uwalnianie Ca** z magazy-
néw wrazliwych na IP, [45] oraz moga promowac depolary-
zacje poprzez hamowanie kanatéw dla K* [35]. Takie efekty
dziatania ceramidéw sa widoczne w odpowiedzi na gluta-
minian i sa blokowane w neuronach pozbawionych aSMa-
zy. Neurony te poddane ekspozycji na glutaminian miaty
zmniejszony poziom tlenku wodoru (ceramidy stymuluja
wytwarzanie H,0,) [15], co ogranicza procesy zwiazane ze
stresem oksydacyjnym. aSMaza jest zwigzana ze Sciezka
PC-PLC i aktywuje czynnik transkrypcyjny NF-xB [91].

nSMaza wystepuje gtéwnie w mézgu [7,52], a ceramidy
wytworzone z SM w wyniku jej zadzialania aktywuja ki-
nazy MAP lub fosforyluja cPLA2 [91]. Zahamowanie ak-
tywnosci nSMazy zapobiegto akumulacji ceramidéw w ho-
dowli komérek PC-12 po deprywacji glukozy i tlenu [80].

Znamienne zmniejszenie zawartoSci SM i wzrost pozio-
mu ceramidéw zachodza podczas przedtuzonej ognisko-
wej ischemii, gtéwnie w astrogleju, jako wynik zahamo-
wania syntazy SM lub aktywacji SMaz [47,66,74]. Poziom
sfingomieliny w mézgu niedokrwionym zalezy od czasu
trwania okluzji oraz okresu postischemicznego, po jakim
ocenia si¢ jej zawartos¢. Po 24 lub 30 godzinach od wy-
wotlania letalnej, 5-minutowej ischemii u myszoskoczkéw,
poziom sfingomieliny w ich hipokampach zmniejszyt sig,
za$ ceramidow istotnie wzrést w poréwnaniu do zwie-
rzat niepoddanych niedokrwieniu. Nie obserwowano ta-
kich zmian po ischemii subtelnej, trwajacej tylko 2 minu-
ty. Maksymalna generacja ceramidéw nastgpuje podczas
wczesnej fazy reperfuzji jako wynik rozpadu sfingomie-
liny pod wptywem dziatania kwasnej sfingomielinazy, co
obserwowano w hodowli linii komérkowej neuroblastoma.
Otrzymane rezultaty sugeruja rol¢ sfingomieliny w pod-
wyzszaniu poziomu ceramidow w moézgu.

Rolg $ciezki de novo syntezy ceramidéw najczesciej ocenia-
no na podstawie stopnia aktywnosci palmitylotransferazy
serynowej. W mézgu szczuréw poddanych niedokrwieniu
obserwowano istotnie mniejsza aktywnos¢ tego enzymu.
Zmniejszenie aktywnosci palmitylotransferazy serynowej
w czasie niedokrwienia sugeruje mechanizm uposledze-
nia mielinizacji podczas ischemii mézgu. Autorzy pracy
whnioskuja, iz aktywacja Sciezki de novo syntezy ceramidéw
jest czynnikiem inicjujacym proces mielinizacji w okre-
sie postnatalnym, a akumulacja ceramidéw obserwowana
po niedotlenieniu jest prawdopodobnie wynikiem rozpadu
sfingomieliny, a nie ich zwigkszonej syntezy de novo [47].

Ceramidy a apoptoza w moézgu

Role ceramidéw w procesie apoptozy towarzyszacej nie-
dokrwieniu najlepiej obrazuja efekty egzogennego C2-
ceramidu podawanego do hodowli komoérek neuroblastoma
poddanych ischemii. Syntetyczny C2-ceramid zwigkszyt
w nich ekspresj¢ c-jun, DIL (death-inducing ligands),
TNF-o i indukowat nekrozg oraz apoptozg. Ceramidy indu-
kuja apoptoze zalezng od mitochondriéw: nasilaja synteze
reaktywnych form tlenu, zmniejszaja poziom ATP, hamuja
transport elektronéw i uwalniaja cytochrom c oraz aktywu-
ja kaspaze 3 [17,18,21,29,48,69]. Czynnik transkrypcyjny
NF-kB kontroluje wptyw ceramidéw na procesy apopto-
zy/przezycia w komérkach nerwowych, stabilizujac we-
wnatrzkomdérkowe stezenie Ca?* i K* oraz indukujac dzia-
fania antyoksydacyjne [9,23,46].

FK506 (takrolimus) jest lekiem immunosupresyjnym ogra-
niczajacym uszkodzenia mézgu w wyniku udaru. Hamuje
réwniez uwalnianie ceramidéw podczas reperfuzji. Podanie
FK506 spowodowato ograniczenie procesu apoptozy w mo-
delach ischemii in vitro i in vivo potwierdzajac udziat cera-
midéw we wczesnym etapie programowanej Smierci [34].

Sfingomielinazy zwigkszajac pulg ceramidéw powstatych
z hydrolizy sfingomieliny posrednio biora udziat w procesie
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programowanej §mierci neuronéw indukowanej niedotle-
nieniem. Zakwaszenie wewnatrzkomérkowe towarzysza-
ce niedokrwieniu/niedotlenieniu sprzyja aktywacji aSMa-
zy [22], ktéra hydrolizuje SM do ceramidéw hamujacych
proliferacje komdrek i indukujacych proces apoptozy [70].
Myszy pozbawione genu kodujacego aSMazg maja zmniej-
szony obszar niedokrwienia podczas przewleklej ische-
mii w poréwnaniu do zwierzat dzikich [94]. W mdzgu
szczuréw z przewlekla ischemia oprécz apoptozy neuro-
néw obserwuje si¢ réwniez programowang Smier¢ oligo-
dendrocytéw [56,88]. nSMaza aktywowana w odpowiedzi
na dziatanie cytokin, takich jak TNF-a, IL-1 zaangazowa-
na jest w indukcje procesow zapalnych oraz w apoptoze.
Zmniejszenie obszaru niedokrwienia obserwowano row-
niez u szczuréw po zastosowaniu SMA-7, inhibitora nSMa-
zy [80,94]. Zablokowanie nSMazy skutkowato zmniejsze-
niem wydzielania ceramidéw, ostabieniem fosforylacji
kinazy N-korica c-Jun i aktywacji kaspazy 3 oraz ograni-
czeniem liczby komérek z pofragmentowanym jadrowym
DNA w linii PC-12 phenochromocytoma. Dziatanie cera-
midéw w apoptozie polega na stymulacji gromadzenia sig
tzw. receptoréw $mierci w btonach komoérkowych, zapo-
bieganiu aktywacji kinazy bialkowej PKB/Akt i ostatecz-
nie aktywacji kaspazy 3 [83].

Rola ceramidéw w procesie apoptozy jest dwojaka, od
stymulacji do jej zapobiegania i w zaleznosci od stgze-
nia ceramidy uruchamiaja rézne $ciezki wewnatrzkomor-
kowe. Zaréwno podwyzszony poziom ceramidéw w wy-
niku blokady ich katabolizmu w neuronach czuciowych
[61], jak i zmniejszone ich st¢zenie po zastosowaniu inhi-
bitoréw syntezy de novo [25] promowato proces apoptozy.
Proapoptotyczne i antyapoptotyczne dziatania ceramidow,
zalezne od ich stezenia, obserwowano w motoneuronach
korowych [38]. Egzogenne ceramidy podane do hodowli
komoérkowej w stezeniu 0,1-1,0 uM chronity neurony hipo-
kampa przed ekscytotoksycznoscig i uszkodzeniami oksy-
dacyjnymi [20] oraz zapobiegaly apoptozie zachodzacej
po deprywacji NGF [39]. Wysoki poziom tych ceramidéw
powodowat §mier¢ neuronéw w wyniku apoptozy [20,77].
Podanie C-2 ceramidu w stezeniu 10 uM do hodowli ko-
morek nablonkowych mézgowych naczyn wiosowatych nie
spowodowato zadnych niekorzystnych zmian [28].

Ceramidy a proliferacja komoérek w moézgu

Drastyczne zahamowanie cyklu komérkowego i zaburze-
nia aktywnosci/ekspresji biatek, ktére go reguluja sa ob-
serwowane podczas ischemii. Ceramidy poprzez akty-
wacje fosfatazy 2A (PP2A) powoduja zwigkszenie ilosci
p21 and p27, inhibitoréw kinazy zaleznej od cyklin (Cdk).
Zablokowanie enzymu syntazy SM (SMS) podczas ische-
mii zwigkszylo poziom ceramidéw i spowodowato zaha-
mowanie podzialu komoérek przez nasilenie aktywnosci
p21 oraz zmniejszenie fosforylacji retinoblastoma (Rb) [2].

Ceramidy poprzez wigzanie i aktywacj¢ kinazy biatko-
wej PKCC (atypowej niezaleznej od Ca** lub DAG) in-
dukuja, poprzez biatko Raf-1, szlak kinazy biatkowej ak-
tywowanej mitogenem (MEK/ERK). Ufosforylowane
ERKI1/2(pERK1/2) gromadza si¢ w jadrze komérkowym
fosforylujac czynniki transkrypcyjne i zwigkszaja ekspresje
cykliny D1, ktéra wiaze sig¢ do Cdk4/6, fosforyluje Rb i biat-
ka zwiazane z Rb, uwalniajac czynnik transkrypcyjny E2F.

Czynnik ten zmienia ekspresj¢ gendw zwiazanych z faza
Gl i etapem przejscia z fazy Gldo S [2,62]. Zahamowanie
cyklu podziatu komérek przez ceramidy obserwowano jako
zmniejszenie proliferacji mikrogleju.

Ceramidy a proces hartowania (pre-conditioning)

Proces hartowania uznano za istotny czynnik ograniczaja-
cy rozlegtos¢ ischemii. Poznanie mechanizméw tego pro-
cesu jest niezmiernie istotne z punktu widzenia praktycz-
nego. Podczas procesu hartowania ceramidy w mézgu
petnia odmienna rolg niz w czasie ischemii. Po 24 godzi-
nach od okluzji tetnicy moézgowej srodkowej u szczu-
réw ze spontanicznym nadci$nieniem poziom ceramidéw
wzrést do 595% (w obszarze niedokrwienia) i do 460%
(w obszarze poéicienia) wartosci kontrolnych. Hartowanie
znaczaco zmniejszyto akumulacje ceramidéw po 24 h do
wartosci 40 1 60%, odpowiednio dla obszaréw ischemii
i penumbry [87]. Hartowanie stymuluje syntezg¢ mRNA
dla TNF-a w mézgu i uwalnianie rozpuszczalnej postaci
tego bialka, zwigksza tez stgzenie receptorow pS5 tej cy-
tokiny. Podanie TNF-o lub C-2 ceramidu nasladuje efek-
ty hartowania uzyskiwane ischemia i w stopniu réwno-
waznym zabezpiecza neurony przed niedokrwieniem.
Przeciwciata skierowane przeciwko TNF-o podane mig-
dzy 18 a 30 h po indukcji hartowania hamuja tolerancje na
niedokrwienie w czasie 2 dni po procesie ,,pre-conditio-
ning”. Zastosowanie TNF-o lub aktywacja receptoréw p55
dla TNF-o. w hodowlach astrocytéw, komérek nabtonko-
wych lub neuronalnych spowodowato wzrost stezenia ce-
ramidéw [19,43]. TNF-a lub hipoksja zastosowane jako
,,pre-conditioning” powodowaly op6znienie zwigkszania
poziomu ceramidéw po ischemii, co korelowato z rozwo-
jem opornosci na ci¢zka hipoksje [28]. Podanie cerami-
dow in vivo indukowato czgsciowa tolerancje na ischemig,
co wskazuje, ze zwigkszenie ich poziomu jest czynnikiem
protekcyjnym, zas poziom TNF-o w surowicy pacjentéw
przed udarem (72 h) moze by¢ markerem rozlegtosci nie-
dokrwienia mézgu: podwyzszony korelowatl z mniejszym
obszarem ischemii. Wyniki badan sugeruja, ze tolerancja
na niedokrwienie zalezy od ceramidéw tworzonych Sciez-
ka de novo 1 wzbudzajacych syntez¢ TNF-o [66]. Ponadto
zastosowanie fumonizyny B1, inhibitora syntazy cerami-
déw (sphingozyno-N-acyltransferazy) [50] opdZnia tole-
rancj¢ na ischemig lub catkowicie uposledza proces har-
towania w neuronach [8,58], co wskazuje na rolg drogi de
novo tworzenia ceramidéw w tym okresie. Nie obserwo-
wano w tym czasie zmiany stezenia SM [8]. Proces hydro-
lizy SM zachodzi bardzo szybko i w krétkim czasie [65],
za$ synteza de novo wymaga kilku godzin [10].

Nowo zsyntetyzowane ceramidy dziataja antyapoptotycznie,
zwigkszaja poziom Bcl-2 [11,81] i aktywacje kinazy TrkA
[54] oraz wzbudzaja Sciezke PI3K/Akt [27]. A indukujac
transkrypcje dysmutazy nadtlenkowej (Mn-SOD) i regulu-
jac czynnik transkrypcyjny NF-kB moga dziata¢ ochronnie.

Sugeruje sig, ze ceramidy moga by¢ czynnikami indukuja-
cymi tolerancje¢ ischemii, ale bierze si¢ réwniez pod uwa-
ge skutki odwrotne. Mate st¢zenie ceramidéw, oceniane na
podstawie dawkowania C2-ceramidu, zapobiega Smierci
komorek podczas ischemii/reperfuzji (maksymalny efekt
— przy stezeniu 10 uM), za§ 50 uM zwigkszato obumie-
ranie komorek ludzkich linii neuroblastoma [4]. Wysokie
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stgzenie ceramidow generuje wolne formy reaktywne,
ktére indukujq otwarcie megakanatéw w mitochondriach,
mPTP (mitochondrial permeability transition pore), pod-
czas ischemii. Ten efekt moze by¢ réwniez ochronnym
elementem, bowiem zapobiega przetadowaniu mitochon-
driéw wapniem [48].

Istotna role ceramidéw we wczesnym etapie tolerancji na
subtelng deprywacje tlenu i glukozy (OGD) potwierdzity
badania, w ktérych opisano znamiennie mniejszy wzrost
poziomu ceramidéw 6—12 h po OGD w pierwotnej hodow-
li neuronéw kory szczuréw [8]. Rola ochronna ceramidéw
w okresie hartowania moze wynika¢ réwniez ze zmniejsza-
nia efektu fenylefryny obkurczajacej naczynia krwionosne
1 ograniczania wzrostu wapnia w mig$niach gladkich na-
czyn. Te efekty moga poprawiac krazenie podczas reper-
fuzji u zwierzat wczesniej hartowanych [14].

RoLA CERAMIDOW W CHOROBIE ALZHEIMERA

Jedna z najwazniejszych przyczyn otgpienia starczego
jest choroba Alzheimera (AD) o nie do korica poznanej
etiologii. Przewlekle niedotlenienie/niedokrwienie moze
przyspieszac jej rozwdj lub pogiebia¢ objawy choroby.
Najbardziej rozpoznawalna cecha histopatologiczng mé-
zgbw 0s6b cierpigcych na AD jest wystgpowanie plytek
starczych w postaci ztogéw peptydu B-amyloidu oraz splo-
tow neurowtokienkowych zawierajacych nadmiernie ufos-
forylowane biatko tau. Prowadzi to do postgpujacej utraty
synaps i neuronéw w korze mézgowej, hipokampie i cie-
le migdalowatym [68]. Mimo istnienia bardzo bogatego
piSmiennictwa w zakresie badan nad AD, udziat cerami-
déw w tej patologii nie jest szeroko dyskutowany. Wydaje
si¢ to blednym podejsciem, poniewaz wiele prac wskazu-
je nie tylko na zaangazowanie ceramidéw w progres utra-
ty funkcji poznawczych w AD, ale tez etiologi¢ choroby.
Wzrost poziomu ceramidéw w moézgu towarzyszy zarow-
no chorobie Alzheimera u ludzi [13,26], jak i w modelach
zwierzegcych tej demencji [6]. Patil i wsp. [67] wykazali, ze
kwas palmitynowy powodowal amyloidogenezg i hiperfos-
forylacje tau w hodowli mieszanej pierwotnej szczurzych
neuronéw korowych, przy czym za zmiany w neuronach
odpowiadaty astrocyty. Astrocyty wytwarzaty ceramidy
w wyniku syntezy de novo, ktére z kolei wywotywaty nad-
mierng fosforylacje biatka tau oraz gromadzenie si¢ biatka
[-amyloidu. Autorzy sugeruja wiec, Ze ten szlak ceramido-
wy moze bezposrednio stymulowac pierwsze zmiany bio-
chemiczne, obserwowane w poczatkach choroby. Hipotezy
te znajduja potwierdzenie w literaturze. Zanotowano po-
nad 3-krotny wzrost poziomu ceramidow w istocie bialej
mozgéw ludzkich, w fazie bardzo tagodnej demencji zwig-
zanej z poczatkiem AD [26]. Podobnie Mielke i wsp. [60],
prowadzac dlugotrwate badania populacyjne w celu znale-
zienia nowego markera pochodzacego z krwi skorelowane-
2o z postegpem zmian w AD, odkryli we wezesnych bezob-
jawowych jeszcze fazach choroby znaczny wzrost st¢zenia
ceramidéw w surowicy krwi.

Podwyzszony poziom ceramidéw znajdowano réwniez
w moézgach post mortem pacjentéw cierpiacych na AD, cho-
ciaz rola tych lipidéw w powstawaniu i progresji schorzenia
mogta by¢ nieco odmienna, na co wptywa m.in. znaczne
zréznicowanie ceramidéw pod wzgledem strukturalnym.
W zakrecie czotowym Srodkowym, strukturze wrazliwej

na uszkodzenia w AD zanotowano znaczacy wzrost pozio-
mu ceramidu zawierajacego kwas C24:0, przy jednocze-
snym spadku stgzenia SM. W mézdzku, strukturze bardzo
odpornej na degeneracje w AD, nie obserwowano powyz-
szych zmian [13]. Ponadto poziom ceramidéw zawieraja-
cych kwasy C18:0 1 C:24 wzrést w btonach komérkowych
uzyskanych od pacjentéw z chorobg Alzheimera w poréw-
naniu do kontroli, a ich ilo$¢ korelowata ze stopniem za-
awansowania choroby [13]. Wzrost st¢zenia ceramidow
w plynie mézgowo-rdzeniowym wykryto u oséb z AD
w poréwnaniu do pacjentdw cierpiacych z powodu innych
schorzen neurologicznych [75] i tylko pacjenci z AD wy-
kazywali immunoreaktywnos$¢ tego lipidu w astrocytach
kory czotowej. Modele zwierzgce AD potwierdzaja dodat-
kowo udziat ceramidéw w chorobie Alzheimera. Nokauty
mysie pozbawione preseniliny 1 (PS1), stanowigce model
rodzinnej postaci AD, odznaczaty si¢ 3-krotnie wyzszym
poziomem ceramidéw w tkance hipokampa niz dzikie for-
my tych zwierzat. Warto zwréci¢ uwage na jednoczesny
wzrost poziomu receptora dla neurotrofin, p7SNTR w hi-
pokampie, ktéry stymuluje rozpad SM do ceramidu [90].

Gléwnym Zrédiem ceramidéw w moézgach oséb cierpia-
cych na chorobg Alzheimera jest rozpad sfingomieliny,
czego dowodem jest nadmierne wytwarzanie ceramidéw
i aktywacja SMaz w hodowli pierwotnej neuronéw ludz-
kich traktowanych peptydem AB1-42 [41]. Wykazano tak-
ze, iz obojetna SMaza odgrywa znaczng role w indukcji
apoptozy tych komoérek, a jej wyciszenie za pomoca nu-
kleotydéw antysensownych chroni neurony przed $mier-
cia indukowana przez AP. Podobnie komérki glejowe eks-
ponowane na AP/cytokiny wytwarzaja ceramidy zaréwno
w wyniku syntezy de novo, jak i rozpadu SM katalizowa-
nego przez nSMazg¢. W procesie tym natomiast nie bierze
udziatu kwasna SMaza [5]. Peptyd AP wykazuje dziatanie
cytotoksyczne nie tylko wzgledem neuronéw, ale réwniez
innych rodzajéw komorek, takich jak np. oligodendrocyty.
Pochodzace z neurosfer oligodendrocyty umieraly w od-
powiedzi na dziatanie peptydu AB25-35, przy czym w ich
$mierci posredniczyty ceramidy [49]. Zaobserwowano
réwniez, iz AP25-35 dziatat cytotoksycznie przez akty-
wacje nSMazy, ktéra z kolei indukowata degradacje SM
i gromadzenie si¢ ceramidéw w komorkach. Przeciwnie,
He i wsp. [32] wykazali podwyzszony poziom aSMazy
i kwasnej ceramidazy w mdzgach pacjentéw cierpiacych
z powodu AD w poréwnaniu ze zdrowymi mézgami 0séb
starszych. Prowadzito to do redukcji zawartosci SM i wzro-
stu ilosci ceramidéw. Ceramidy byty nastgpnie rozktada-
ne do sfingozyny, ktérej wzrost zanotowano w mézgach
0s6b z AD, przy czym ilo$¢ produktu fosforylacji sfingo-
zyny, fosforanu 1-sfingozyny (S1P), petniacego funkcje
protekcyjne w komorce ulegata obnizeniu. Wyniki te zo-
staly nastgpnie potwierdzone na hodowlach neuronalnych
eksponowanych na Ap.

Wiele wskazuje na to, iz mechanizm zmian patologicznych
w AD zaleznych od ceramidéw jest pochodna lub przyczy-
na stresu oksydacyjnego. Zanotowano, iz indukowana przez
AP aktywacja nSMazy w hodowli neuronéw ludzkich byta
spowodowana wytwarzaniem ponadtlenkéw, mediowanym
przez oksydaze NADPH [41]. Autorzy wykazali rowniez,
ze wybrane antyoksydanty zapobiegaly generowaniu cera-
midéw w neuronach, co sugerowato zalezno$¢ wytwarza-
nia ceramidéw od zmian potencjatu redoks w komérce. Lee
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i wsp. [49] badajac zalezna od ceramidéw $mier¢ oligoden-
drocytéw pod wptywem A sugeruja, ze kaskada SMaza-
ceramidy generuje wzmozony stres oksydacyjny spowodo-
wany zmniejszeniem magazynéw komérkowych glutationu
(GSH). Ponadto peptyd AB25-35 powoduje wzrost ekspre-
sji indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS) oraz wytwa-
rzanie tlenku azotu (NO) w hodowli pierwotnej astrocytéw
szczurzych traktowanych wczesniej TNF-a/IL-1h. Witamina
E, znana ze swojej aktywnosci przeciwutleniajacej skutecz-
nie hamuje to dzialanie [5]. Natomiast do zwigkszenia po-
ziomu ceramidéw towarzyszacego indukcji iNOS oraz pod-
wyzszeniu ekspresji Mn-SOD dochodzi w komérkach linii
glejowej C6 eksponowanej na AP/cytokiny, przy czym ce-
ramidy powstaja tu zaréwno w wyniku syntezy, jak i roz-
padu katalizowanego przez obojetna SMaze. Wydaje sig,
ze ceramidy sa bezposrednio odpowiedzialne za stres oksy-
dacyjny wywotany przez traktowanie komérek A p/cytoki-
nami, poniewaz zahamowanie obu sposobdw ich tworzenia
skutkuje w inhibicji indukcji iNOS [5].

Wykazano réwniez, ze mikrodomeny wzbogacone w cera-
midy moga by¢ bardzo istotne w tworzeniu ptytek -amylo-
idowych w mézgach os6b z AD. Cigcie biatka prekursoro-
wego amyloidu (APP) przez enzym B-sekretaze prowadzi do
powstawania peptydu B-amyloidu. Proces, ktéry w choro-
bie Alzheimera jest Zrédlem ptytek starczych zachodzi wta-
$nie w lipidowych tratwach, podczas gdy nieamyloidogenna

PismiennicTwo

obrébka tego biatka jest umiejscowiona poza tymi struktu-
rami [12,31]. Oczywiscie stwierdzenie, czy bliskos$¢ cera-
midéw btonowych moze w jakis sposéb modulowaé samo
cigcie APP pozostaje jak dotychczas w sferze hipotez, cho-
ciaz odmienne umiejscowienie komérkowe obu rodzajéw
cigcia enzymatycznego moze sugerowaé twierdzaca odpo-
wiedz. Poza tym akumulacja ceramidéw we krwi (prawdo-
podobnie wigc i w mézgu) w fazie przedobjawowej scho-
rzenia moze sugerowac ich udzial w tworzeniu si¢ ptytek
B-amyloidowych, a wigc w etiologii choroby.

PobsumowaNIE

Ceramidy powstate w mézgu w wyniku syntezy de novo
lub metabolizmu sfingomieliny uczestnicza w procesach
transdukcji sygnatéw. Ich zwigkszone stg¢zenie obserwo-
wane w mézgu podczas niedotlenienia/hipoksji moze byé
markerem uszkodzeri, bowiem lipidy te nasilaja apoptoze
komérek mézgu. Ponadto ceramidy zaburzajg proliferacje
oraz réznicowanie komorek pozbawionych tlenu i glukozy.
Ochronnag rolg ceramidéw zaobserwowano podczas proce-
su hartowania niedokrwienia mézgu. Ceramidy sa czyn-
nikami etiologicznymi choroby Alzheimera, a podwyz-
szony ich poziom we krwi w fazie przedobjawowej AD
moze by¢ dodatkowym wskaznikiem rozwoju tej amnezji.
Wielorakie dziatania tych lipidéw stwarzaja nowe mozli-
wosci oceny funkcji mézgu.
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