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Wykaz ważniejszych skrótów stosowanych w tej pracy 
AC – kwaśna ceramidaza, ang. acidic ceramidase 

ACER – zasadowa ceramidaza, ang. alkaline ceramidase 

AIF – czynnik indukujący apoptozę, ang. apoptosis inducing factor 

ANT – translokaza nukleotydów adeninowych , ang. adenine nucleotide translocator 

AP-1 – czynnik transkrypcyjny, ang. activating protein-1 

AP-2 – czynnik transkrypcyjny, ang. activating enhancer-binding protein 2 

Apaf-1 – ang. apoptosis protease-activating factor 1 

Aβ – amyloid beta  

BACE – β-sekretaza 

BDNF – czynnik wzrostu nerwu pochodzenia mózgowego 

C1P – ceramido-1-fosforan 

cAMP – cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan 

CERK – kinaza ceramidu, ang. ceramide kinase  

CERT – ang. ceramide transfer protein  

CerS – syntazy ceramidu, ang. ceramide synthase  

cPLA2 – cytozolowa izoforma fosfolipazy A2 

CREB – ang. cAMP response element-binding protein 

CsA – cyklosporyna A 

DCF – 2’,7-dichlorofluoresceina 

DPPH – 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl 

DTT – ditiotreitol 

EDTA – sól disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego 

EGTA – kwas etylenoglikol-O-O‘-bis(2-aminoetyl)-N,N,N‘,N‘tetraoctowy 

ERK – kinaza regulowana sygnałem zewnątrzkomórkowym, ang. extracellular signal regulated kinase 

FAD – dinukleotyd flawinoadeninowy  

FLIP – białkowy inhibitor podobny do FLICE, ang. FLICE–like inhibitory protein 

GAPDH – dehydrogenaza fosforanu aldehydu glicerynowego, ang. glyceraldehyde 3-phosphodehydrogenase  

GSK-3 – kinaza 3 syntazy glikogenu 

H2DCF-DA – dwuoctan 2’,7-dichlorodihydrofluoresceiny 

MPTP – megakanał mitochondrialny, ang. mitochondrial permeability transition pore 

HEPES – kwas 2-[4-(2-hydroksetylo)-1-piperazyno]etanosulfonowy  

IAPS – ang. inhibitors of apoptotic proteases 

IFNγ – interferon γ 

IL1β – interleukina 1beta 

iNOS – indukowana izoforma syntazy tlenku azotu  

JNK – kinaza N-końcowa c-JUN, ang. c–Jun NH2-terminal kinase 

LDH – dehydrogenaza mleczanowa, ang. lactate dehydrogenase 

LPS – lipopolisacharyd 

MAM – ang. mitochondria associated membranes 

MAPK – kinazy aktywowane mitogenami, ang. mitogen activated protein kinases 

MTT – błękit tiazolu, bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolylo)-2,5-difenylotetrazolowy 

NAD – dinukleotyd nikotynamidoadeninowy 

NADH – dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, postać zredukowana 

http://rcin.org.pl



Wykaz ważniejszych skrótów stosowanych w tej pracy 

9 
 

NADPH – forma zredukowana NADP+ 

NC – obojętna ceramidaza, ang. neutral ceramidase  

NES – sekwencja odpowiedzialna za eksport z jądra do cytoplazmy, ang. nuclear export signal 

NF-κB – czynnik jądrowy kappa B, ang. nuclear factor kappa B 

NGF – czynnik wzrostu neuronów, ang. neuronal growth factor 

NLS – sekwencja lokalizacji jądrowej, ang. nulear localization signal 

p75NTR – ang. p75 neurotrophin receptor 

PAR – poli(ADP-ryboza) 

PARP – polimeraza poli(ADP-rybozy) 

PBS – bufor fosforanowy – buforowany roztwór soli fizjologicznej 

PJ-43 – chlorowodorek N-(6-okso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl) (N,Ndimetylamino)acetamidu 

PKB/Akt – kinaza białkowa B 

PKC – kinaza białkowa C izofromy: α, β, δ  

PKC δ – kinaza białkowa C delta  

PLC – fosfolipaza C 

PP2A – fosfatza białek  

PtdIns(3,4)P2 – fosfatydyloinozytolo-3,4 bisfosforan 

PtdIns(3,4,5)P3 – fosfatydyloinozytolo -3,4,5 trisfosforan   

PI3-K – kinaza 3-fosfatydyloinozytolu 

InsP3 – inozytolo-(1,4,5)-trisfosforan 

DAG – diacyloglicerol  

aSMasa – sfingomielinaza kwaśna 

nSMasa – sfingomielinaza obojętna 

bSMasa – sfingomielinaza alkaliczna  

PVDF – polifluorek winylidenu 

Raf – serynowo-treoninowa kinaza  

Ras – małe białko G 

S1P – sfingozyno-1-fosforan 

SDS – dodecylosiarczan sodowy 

Sphk1/2 – kinazy sfingozyny typu 1 i 2  

SPT – palmitylotransferaza serynowa 

SSP1, SPP2 – fosfatazy dla S1P 

TNF-α– czynnik martwicy nowotworu α 

FBS – cielęca surowica płodowa, ang. fetal bovine serum 

TRAIL – związany z TNF ligand indukujący apoptozę, ang. TNF related apoptosis inducing ligand 

Tris – tris(hydroksymetylo)aminometan 

VDAC – kanał anionowy zależny od napięcia, ang. voltage dependent anion channel 
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Wprowadzenie 

Sfingolipidy  

Lipidy wchodzące w skład błon komórkowych ssaków można podzielić na 3 grupy: 

fosfolipidy, sfingolipidy oraz sterole (Berg i wsp., 2011). Lipidy pełnią funkcje strukturalne, 

odgrywają też ważną rolę jako cząsteczki sygnalizacyjne i regulacyjne. Pierwsze dane na 

temat lipidów jako wtórnych przekaźników informacji datuje się od pionierskich badań Hokin 

i Hokin (Hokin i Hokin 1953 a, b). Wyniki ich prac opublikowane w 1953 r. wykazały, że 

acetylocholina powoduje rozpad, a następnie resyntezę fosfatydyloinozytolu (Hokin i Hokin, 

1953 a, b). Późniejsze badania wykazały, że fosfolipaza C (PLC) jest kluczowym enzymem w 

zależnej od agonistów degradacji fosfoinozytydów i mobilizacji wewnątrzkomórkowych 

jonów wapnia (Michell 1975). Lipidy działają za pośrednictwem dwóch mechanizmów: 

bezpośrednich interakcji m.in. z odpowiednimi receptorami, kinazami białkowymi lub 

fosfatazami oraz tworzenia lipidowych mikrodomen i tratw. Tratwy lipidowe, stanowiące 

domeny sfingolipidowo-cholesterolowe uczestniczą w wielu ważnych procesach 

komórkowych (Pike 2003).  

Do grupy bioaktywnych lipidów, które są przedmiotem zainteresowań badaczy w 

ciągu ostatnich dwóch dekad zalicza się: eikozanoidy i sfingolipidy. 

Centralną cząsteczką w strukturze sfingolipidów stanowią alifatyczne aminoalkohole – 

sfingozyna lub dihydrosfingozyna. Lipidy, w których cząsteczka sfingozyny tworzy wiązanie 

amidowe z nasyconym lub nienasyconym kwasem tłuszczowym o długości łańcucha głównie 

14–32 atomów węgla to ceramidy (np., mirystynowy C14, palmitynowy C16, stearynowy 

C18, lignocerynowy C24). Charakterystyczną cechą ceramidu jest obecność w jego 

cząsteczce reaktywnej grupy hydroksylowej przy węglu C1 sfingozyny. Grupa ta może ulegać 

estryfikacji, co w zależności od podstawnika prowadzi do powstania dalszych klas 

sfingolipidów. Jeśli tym podstawnikiem jest fosfocholina, powstały produkt nosi nazwę 

sfingomieliny i jest najczęściej występującym sfingolipidem w tkankach ssaków. 

Ceramidy stanowią centralne miejsce w metabolizmie sfingolipidów i biorą udział w regulacji 

takich procesów komórkowych jak: proliferacja i różnicowanie, wzrost, starzenie się oraz 

śmierć komórki (Taha i wsp., 2006, Jana i wsp., 2009, Mencarelli i Martinez-Martinez 2012). 

Ceramidy mogą ulegać fosforylacji z wytworzeniem ceramido-1-fosforanu (C1P) lub też 

mogą być przekształcane przy udziale ceramidaz do sfingozyny, która ulega fosforylacji przez 

kinazy sfingozyny typu 1 i 2 do sfingozyno-1-fosforanu (S1P) (Okada i wsp., 2009). 

Fosforylowane pochodne S1P i C1P wykazują działanie proliferacyjne i anty-apoptotyczne.  
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W przedstawionej pracy swoją uwagę skoncentrowałam na dwóch bioaktywnych 

sfingolipidach: ceramidzie i sfingozyno-1-fosforanie.  
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Ceramidy 

Ceramidy powstają w wyniku: syntezy de novo, hydrolizy sfingomieliny i w tzw. 

szlaku ratunkowym (Hannun i Obeid 2008) (Schemat 1– objaśnienia w tekście poniżej).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schemat 1. Schemat syntezy de novo ceramidu, hydrolizy sfingomieliny i szlaku ratunkowego 

z uwzględnieniem odpowiednich kompartmentów w komórce wg Morales i wsp., 2007. 

Objaśnienia skrótów: Sphk1/2 – kinazy sfingozyny typu 1 i 2, CerS – syntazy ceramidu, 

SPT – palmitylotransferaza serynowa, aSMasa – kwaśna sfingomielinaza, nSMasa – obojętna 

sfingomielinaza.  
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Synteza de novo 

Synteza de novo ceramidów odbywa się w siateczce śródplazmatycznej. Pierwszym 

etapem jest synteza 3-ketosfinganiny polegająca na kondensacji L-seryny i palmitylo-CoA, 

katalizowana przez palmitylotransferazę serynową (SPT). Jest to kluczowy enzym w regulacji 

syntezy tego związku. W kolejnym etapie 3-ketosfinganina jest redukowana do sfinganiny, 

która jest następnie acylowana do dihydroceramidu przez odpowiednie syntazy ceramidu 

(CerS). Ostatnim etapem syntezy jest utlenienie dihydroceramidu do ceramidu katalizowane 

przez desaturazę dihydroceramidu (Schemat 1). Znanych jest 6 różnych syntaz ceramidu, 

które różnią się powinowactwem do kwasów tłuszczowych w zależności od długości łańcucha 

oraz dystrybucją tkankową (Schemat 2) (Stiban i wsp., 2010, Mullen i wsp., 2012, Park i 

wsp., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schemat 2. Specyficzność syntaz ceramidu co do długości łańcucha kwasu tłuszczowego wg 

Grösch i wsp., 2012 oraz przykładowe wzory chemiczne ceramidów.  

 

W stanie homeostazy komórkowej ceramid nie jest akumulowany, lecz przemieszczany do 

aparatu Golgiego, gdzie staje się prekursorem innych sfingolipidów, takich jak sfingomielina i 

glikosfingolipidy. Ceramid transportowany jest z siateczki śródplazmatycznej do aparatu 

Golgiego przez specjalne białko transportowe CERT. Jest to białko cytozolowe, które 

wykazuje specyficzność substratową co do długości łańcucha węglowego ceramidów, jak 

również stereospecyficzność. Białko to najefektywniej transportuje ceramidy o następujących 

C2 

C24 

C18 

C16 
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długościach łańcucha węglowego: C14, C16, C18 i C20 (Kumagai i wsp., 2005, Perry i 

Ridgway 2005, Hanada i wsp., 2007). Białko CERT posiada wiele miejsc fosforylacji dla 

kinaz białkowych (np. kinazy białkowej D), co wpływa na regulację jego aktywności 

(Kumagai i wsp., 2007).  

Aktywacja sfingomielinaz i synteza ceramidu 

Ceramidy syntetyzowane są również w wyniku hydrolizy sfingomieliny (Schemat 1). 

Szereg niekorzystnie działających bodźców na komórkę powoduje hydrolizę sfingomieliny w 

wyniku aktywacji sfingomielinaz (Taniguchi i Okazaki 2014). Podział sfingomielinaz opiera 

się na różnicach optimum pH katalizowanej reakcji i w związku z tym wyróżnia się 

następujące izoformy: sfingomielinaza kwaśna (aSMasa), sfingomielinaza obojętna (nSMasa) 

oraz sfingomielinaza alkaliczna (bSMasa) (Marchesini i Hannun 2004). Kwaśna 

sfingomielinaza występuje w komórkach w dwóch izoformach: lizosomalnej/endosomalnej i 

sekrecyjnej (Jenkins i wsp., 2009). Kwaśna sfingomielinaza aktywowana jest przez szereg 

czynników takich jak: ligandy dla receptorów śmierci (TNF-α, CD95 (Fas), TRAIL/DR5), 

promieniowanie UV, γ, infekcje wirusowe i bakteryjne, stres oksydacyjny, cytokiny  

(np. IL-1β) oraz cytostatyki (Schütze i wsp., 1992, Mathias i wsp., 1993, Cifone i wsp., 1994, 

Gulbins i wsp., 1995, Brenner i wsp., 1998, Grassmé i wsp., 1997, Zeidan i Hannun 2010). 

Obojętna sfingomielinaza występuje w trzech izoformach: nSMasa1, nSMasa2, nSMasa3. 

Aktywność enzymatyczna obojętnych sfingomielinaz 1 i 2 jest zależna od jonów magnezu. 

Obojętna sfingomielinaza podobnie jak kwaśna sfingomielinaza aktywowana jest m.in. przez 

cytostatyki, cytokiny (TNF-α, IL-1β), peptydy amyloidu beta (Wu i wsp., 2010, 2011, Clarke 

i wsp., 2011, Horres i Hannun 2012). Obojętna sfingomielinaza odpowiedzialna jest za 

produkcję ceramidów w ośrodkowym układzie nerwowym (OUN) w odpowiedzi na działanie 

neurotrofin. Neurotrofina NGF, która wiąże się z receptorem p75NTR, stymuluje wzrost 

hodowli neuronów hipokampa poprzez produkcję ceramidów w wyniku aktywacji obojętnej 

sfingomielinazy (Brann i wsp., 1999). W dalszych badaniach wykazano, że wraz ze wzrostem 

ekspresji receptora p75NTR i stężenia ceramidu dochodzi do indukcji apoptozy. W procesie 

tym nie bierze udziału kwaśna sfingomielinaza (Brann i wsp., 2002). Badania wykazały, że do 

produkcji ceramidu w wyniku aktywacji kwaśnej i obojętnej sfingomielinazy dochodzi w 

czasie sekund i minut w porównaniu do syntezy de novo ceramidów, która następuje w ciągu 

godzin (Wiegmann i wsp., 1994).  
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Szlak ratunkowy 

Szlak ratunkowy zachodzi w późnych endosomach i w lizosomach, gdzie 

katabolizmowi ulegają złożone glikosfingolipidy, co prowadzi do powstania ceramidu. 

Ceramidy następnie przy udziale kwaśnej ceramidazy przekształcane są do sfingozyny 

(Kitatani i wsp., 2008). Z badań wynika, że sfingozyna opuszcza lizosomy i może być 

metabolizowana do ceramidów lub ulegać fosforylacji do sfingozyno-1-fosforanu (Schemat 1) 

(Riboni i wsp., 1998, Chatelut i wsp., 1998).  

Istnieje niewiele badań na temat regulacji i warunków w jakich dochodzi do aktywacji szlaku 

ratunkowego. Wydaje się, że ważną rolę w jego regulacji odgrywa kinaza białkowa C (PKC) 

(Becker i wsp., 2005, Kitatani i wsp., 2006).  

Fosforylacja ceramidu  

Ceramido-1-fosforan (C1P) syntetyzowany jest w wyniku fosforylacji wolnej grupy 

hydroksylowej przy pierwszym atomie węgla łańcucha sfingozyny w cząsteczce ceramidu 

przez kinazę ceramidu (CERK). Reakcja odwrotna jest katalizowana przez fosfatazę 

ceramido-1-fosforanu. Aktywność kinazy CERK jest zależna od jonów wapnia i może być 

regulowana poprzez procesy fosforylacji/defosforylacji (Van Overloop i wsp., 2006, Tada i 

wsp., 2010). Badania pokazują, że substratami dla CERK są głównie ceramidy posiadające 

minimum 12 atomów węgla w łańcuchu (Wijesinghe i wsp., 2005). Jednakże, ceramidy o 

krótkich łańcuchach węglowych C≤8 mogą również ulegać fosforylacji katalizowanej przez 

CERK (Van Overloop i wsp., 2007). C1P bierze udział w regulacji takich procesów 

komórkowych jak: proliferacja, apoptoza, uwalnianie czynników prozapalnych, migracja i 

fagocytoza makrofagów (Arana i wsp., 2012, Ouro i wsp., 2012). Mechanizm działania C1P 

związany jest z indukcją fosforylacji kinaz w szlakach MAPK, ERK1/2, JNK oraz PI3-K/Akt 

(Gómez-Muñoz i wsp., 2005, Gangoiti i wsp., 2008, Ouro i wsp., 2012).  
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Degradacja ceramidu  

Degradacja ceramidu do sfingozyny i kwasu tłuszczowego odbywa się za 

pośrednictwem ceramidaz. Do tej pory zostało zidentyfikowanych pięć różnych enzymów 

katalizujących tę reakcję: kwaśna ceramidaza (AC), obojętna ceramidaza (NC) i trzy 

izoformy zasadowej ceramidazy (ACER1, 2 i 3) (Mao i Obeid 2008). Podobnie jak syntazy 

ceramidu, ceramidazy różnią się powinowactwem do kwasów tłuszczowych w zależności od 

długości łańcucha i miejscem występowania w komórce. Dla kwaśnej ceramidazy lepszymi 

substratami od krótko (C≤6) i długołańcuchowych (C≥16) ceramidów są ceramidy o średnich 

długościach łańcucha węglowego (Momoi i wsp., 1982). Obojętna ceramidaza natomiast 

preferencyjnie katalizuje reakcje z udziałem długołańcuchowych ceramidów  

(El Bawab i wsp., 1999). Gwałtowny wzrost aktywności zasadowych ceramidaz in vitro 

powodują jony wapnia (Sun i wsp., 2008). Ceramidazy te katalizują reakcje z udziałem 

ceramidów o długich i bardzo długich (C≥24) łańcuchach węglowych (Mao i wsp., 2001, Xu i 

wsp., 2006). Ceramidazy mogą być aktywowane przez cytokiny (TNF-α, IL-1β), cytostatyki, 

promieniowanie UV i γ (Ferlinz i wsp., 2001).  

 

Rola kinaz sfingozyny w syntezie sfingozyno-1-fosforanu  

Powstająca w wyniku działania ceramidaz, sfingozyna może być fosforylowana przez 

kinazy sfingozyny do sfingozyno-1-fosforanu (S1P). Ścieżka sygnalizacji  

sfingozyno-1-fosforanu jest jednym z kluczowych regulatorów przeżycia, proliferacji i 

różnicowania komórek (Hait i wsp., 2006, Strub i wsp., 2010, Maceyka i wsp., 2012). Tym 

samym kinazy sfingozyny są ważnymi enzymami biorącymi udział w utrzymaniu równowagi 

pomiędzy bioaktywnymi sfingolipidami takimi jak: S1P, ceramid i sfingozyna (Cuvillier i 

wsp., 1996, Fyrst i Saba 2010, Pitson 2011, Van Brocklyn i Williams 2012). Wyróżnia się 

dwie izoformy kinaz sfingozyny (Sphk1 i Sphk2), które charakteryzują się różną lokalizacją 

wewnątrzkomórkową (Wattenberg 2010). Kinaza sfingozyny 1 zlokalizowana jest głównie w 

cytozolu. Istnieje szereg czynników aktywujących Sphk1, do których należą m. in. czynniki 

wzrostu, agoniści receptorów sprzężonych z białkami G, cytokiny, estry forbolu (Pitson 2011, 

Van Brocklyn i Williams 2012). W wyniku ich działania Sphk1 jest fosforylowana przez 

ERK1/2 co powoduje 14-krotny wzrost jej aktywności i translokację do błony komórkowej 

(Pitson i wsp., 2003). Translokacja Sphk1 do błony komórkowej może odbywać się także w 

wyniku wzajemnego oddziaływania Sphk1 z białkami np. z białkiem wiążącym wapń i 

integrynę 1 (CIB1) (Jarman i wsp., 2010).  
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Sphk2, w zależności od typu komórek, może występować w siateczce śródplazmatycznej, w 

jądrze komórkowym i mitochondriach. Sphk2 posiada w swej strukturze sekwencję 

lokalizacji jądrowej (ang. nulear localization signal, NLS) oraz sekwencję odpowiedzialną za 

eksport z jądra do cytoplazmy (ang. nuclear export signal, NES) (Neubauer i Pitson 2013). 

Kinaza białkowa D fosforyluje Sphk2 powodując jej translokację z jądra komórkowego do 

cytoplazmy (Ding i wsp., 2007). Aktywność Sphk2 podobnie jak Sphk1 wzrasta pod 

wpływem m.in. czynników wzrostu, cytokin czy estrów forbolu (Hait i wsp., 2005, 

Mastrandrea i wsp., 2005, Olivera i wsp., 2006, Neubauer i Pitson 2013). Sphk2 również 

może być fosforylowana przez kinazy ERK1/2 co powoduje wzrost jej aktywności od 2 do 6 

razy (Hait i wsp., 2007).  

Wewnątrzkomórkowy poziom S1P jest wynikiem równowagi między jego syntezą i 

degradacją katalizowaną przez fosfatazy S1P i liazę S1P. Liaza S1P i fosfatazy S1P są 

zlokalizowane w siateczce śródplazmatycznej. Liaza S1P katalizuje rozkład S1P do fosforanu 

etanoloaminy i heksadecenalu. Reakcja defosforylacji S1P katalizowana jest przez 

specyficzne dla S1P fosfatazy (SPP1 i SPP2) oraz przez fosfohydrolazy o szerokiej 

specyficzności substratowej (LPP1, LPP2 i LPP3) (Spiegel i Milstien 2003).  
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Rola ceramidu w śmierci komórek 

Wyniki badań przeprowadzonych w warunkach in vitro wskazują na istnienie wielu 

mechanizmów odpowiedzialnych za toksyczność krótko (C2, C6, C8) i długołańcuchowych 

ceramidów (C16, C18, C24). Należą do nich między innymi indukcja apoptozy zależnej 

zarówno od pobudzenia receptorów śmierci jak i dysfunkcji mitochondriów, zaburzenia 

siateczki śródplazmatycznej oraz aktywacja procesu autofagii (Tavarini i wsp., 2000, 

Movsesyan i wsp., 2002, Toman i wsp., 2002, Darios i wsp., 2003, Stoica i wsp., 2003, Kim i 

wsp., 2007, Zhang i wsp., 2009, Gong i wsp., 2012, Jiang i Ogretmen 2014).  

Wewnętrzny szlak apoptozy  

W warunkach fizjologicznych w poprzek wewnętrznej błony mitochondrialnej tworzy 

się elektrochemiczny gradient protonów-siła protonomotoryczna (stężenie jonów H
+
 po 

stronie cytoplazmatycznej jest znacznie wyższe niż po stronie macierzy mitochondrialnej). 

Składnikami tej siły jest potencjał transbłonowy i gradient chemiczny. Spadek potencjału 

transbłonowego poniżej krytycznej wartości tzw. potencjału bramkującego sprzyja otwieraniu 

megakanałów mitochondrialnych (MPTP, ang. mitochondria permeability transition pore) 

znajdujących się na styku błon wewnętrznej i zewnętrznej. Głównym elementem struktury 

megakanału jest translokaza nukleotydów adeninowych (ANT, ang. adenine nucleotide 

translocator) umiejscowiona w błonie wewnętrznej. ANT tworzy kompleksy z białkami 

zewnętrznej błony: poryną i obwodowym receptorem benzodiazepiny. Inne występujące w 

tym kompleksie białka pełnią funkcje regulacyjne. Do białek oddziaływujących z poryną 

należą: kinazy kreatynowe, heksokinazy oraz kinazy glicerolowe. Od strony 

cytoplazmatycznej z kanałem mogą wiązać się także białka z rodziny Bcl-2 np.: Bcl-2 i Bax 

(Beutner i wsp., 1998, Wei i wsp., 2001, Shosan-Barmatz i Gincel 2003, Vyssokikh i 

Brdiczka 2003, Chandra i wsp., 2005, Gillies i Kuwana 2014). Otwarcie megakanałów 

mitochondrialnych powoduje wypływ z macierzy mitochondrialnej do cytozolu jonów wapnia 

oraz białek pro-apoptotycznych takich jak: cytochrom c, Smac/Diablo, HTRA2/OMI oraz 

czynnik indukujący apoptozę (AIF ang. apoptosis inducing factor) (Du i wsp., 2000, 

Verhagen i wsp., 2000, Martins i wsp., 2002, Cilenti i wsp., 2003). Uwolniony cytochrom c 

oddziałuje z białkiem Apaf-1 (ang. apoptosis protease-activating factor 1), zlokalizowanym 

przy błonie mitochondrialnej, zmieniając jego konformację co pozwala na związanie 

prokaspazy-9, a następnie jej aktywację. Proces ten odbywa się w kompleksie zwanym 

apoptosomem, którego zadaniem jest aktywacja kaspazy-9 inicjującej szlak mitochondrialny 

apoptozy, oraz na dalszym etapie kaspaz wykonawczych-3, -6 i -7 (Shi 2002, Reubold 2009, 
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Malladi i wsp., 2009, Bratton i Salvesen 2010, Yuan i Akey 2013). Aktywna kaspaza-3 

doprowadza do degradacji polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP-1). Następuje wówczas 

zmniejszenie procesów naprawczych uszkodzonych nici DNA i poli(ADP-rybozylacja) białek 

docelowych. Produkty degradacji PARP-1 mogą również aktywować apoptozę (D’Amours i 

wsp., 2001). Z przeprowadzonych badań wynika, że w wyniku działania krótkołańcuchowego  

C2-ceramidu w warunkach in vitro dochodzi do aktywacji kaspaz wykonawczych i degradacji 

PARP-1 (Ito i wsp., 1999, Movsesyan i wsp., 2002, Stoica i wsp., 2003, Ardestani i wsp., 

2013). Istnieją również doniesienia literaturowe stwierdzające brak skuteczności działania 

inhibitorów kaspaz w warunkach inkubacji z C2-ceramidem (Willaime i wsp., 2001, Kim i 

wsp., 2007).  

Do czynników regulujących proces apoptozy poprzez wpływ na przepuszczalność 

zewnętrznej błony mitochondrialnej należą białka z rodziny Bcl-2.  

W komórkach prawidłowych białka te znajdują się w zewnętrznej błonie mitochondrialnej, 

siateczce śródplazmatycznej oraz w cytozolu. Białka te stanowią grupę onkogenów 

posiadających wspólny region, co najmniej jeden z czterech, które nazywane są domenami 

homologii z Bcl-2 (ang. Bcl-2 homology-BH): BH1, BH2, BH3, BH4. Dzielą się one na dwie 

podrodziny: białka anty-apoptotyczne (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) oraz białka pro-apoptotyczne: 

Bax i Bak wykazujące homologię domen BH1, BH2 i BH3 oraz białka Bik, Bad, Bid, Bim, 

Hrk/DR5, Noxa, Puma, Bmf posiadające homologię tylko domeny BH3 (tzw. ang. BH3 only 

proteins). Białka Bcl-2 i Bcl-XL tworzą heterodimery z białkami pro-apoptotycznymi poprzez 

wiązanie domen BH3. Białka pro-apoptotyczne Bax i Bak indukują apoptozę poprzez 

tworzenie kanałów w zewnętrznej błonie mitochondrialnej (Kuwana i Newmeyer 2003, 

Danial i Korsmeyer 2004, Brunelle i Letai 2009, Czabotar i wsp., 2011, 2013). Niezbędnym 

warunkiem do uformowania takiego kanału jest oligomeryzacja tych białek oraz translokacja 

z cytoplazmy do błony mitochondrialnej z udziałem białka Bid. Białko Bid powoduje zmiany 

konformacyjne białek Bax i Bak, co powoduje ich wbudowanie się do zewnętrznej błony 

mitochondrialnej (Lovell i wsp., 2008). Uważa się, że białka Bax i Bak mogą tworzyć kanały 

złożone z homomultimerów lub współdziałać z megakanałem mitochondrialnym poprzez 

oddziaływanie z kanałem anionowym zależnym od napięcia (ang. voltage dependent anion 

channel-VDAC) oraz z translokazą nukleotydów adeninowych (Shamas-Din i wsp., 2011, 

Dewson i wsp., 2008 i 2012, Happo i wsp., 2012, Roy i wsp., 2014).  

Ekspresja białek z rodziny Bcl-2 w przebiegu apoptozy może być kontrolowana przez białko 

p53. Białko p53 w warunkach fizjologicznych występuje w formie nieaktywnej i jego stężenie 

w komórce utrzymywane jest na niskim poziomie. Pod wpływem czynników uszkadzających 
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DNA dochodzi do jego aktywacji przez oligomeryzację i fosforylację oraz do wzrostu 

poziomu białka p53. Białko p53 zatrzymuje wówczas cykl komórkowy na granicy przejścia z 

fazy G1 do S oraz w fazie G2, umożliwiając uruchomienie procesów naprawczych DNA. Jeśli 

naprawa DNA jest niemożliwa lub nieskuteczna białko p53 indukuje proces apoptozy (Pietsch 

i wsp., 2008). Aktywne białko p53 jako czynnik transkrypcyjny odpowiedzialne jest za wzrost 

ekspresji czynników pro-apoptotycznych związanych z mitochondrialną ścieżką apoptozy 

(np. białka z rodziny Bcl-2 takie jak: Bax, Bak, Noxa, Puma) (Miyashita i Reed 1995, Chipuk 

i wsp., 2005), jak również z receptorami śmierci (np. CD95, TRAIL-R1 i TRAIL-R2) (Haupt 

i wsp., 2003).  

Białko p53 hamuje ekspresję białek anty-apoptotycznych takich jak: Bcl-2, Bcl-XL, FLIP i 

surwiwina (Miyashita i wsp., 1994, Hoffman i wsp., 2002, Chi i wsp., 2014). Białko p53 

wykazuje działanie apoptogenne per se, niezależnie od aktywności jako czynnika 

transkrypcyjnego (Chi i wsp., 2014). Akumulacja endogennego białka p53 w cytoplazmie 

prowadzi do aktywacji białka Bax, wzrostu przepuszczalności zewnętrznej błony 

mitochondrialnej i apoptozy (Chipuk i wsp., 2004). Wykazano także, że białko p53 może 

tworzyć kompleksy z anty-apoptotycznymi białkami Bcl-2, Bcl-XL, hamując w ten sposób ich 

działanie (Mihara i wsp., 2003).  

Istnieje szereg białek sygnałowych, które ulegają aktywacji w wyniku oddziaływania z 

ceramidem. Mogą one inicjować kilka różnych niezależnych od siebie szlaków sygnałowych, 

które prowadzą do apoptozy. Akumulacja ceramidu w wyniku syntezy de novo lub hydrolizy 

sfingomieliny przy udziale obojętnej sfingomielinazy, jak również dodawane egzogennie 

ceramidy, powodują obniżenie lub zahamowanie aktywności kinazy białkowej Akt. Proces 

ten, jak pokazały liczne prace może być zależny od aktywacji kinazy białkowej C typu zeta 

(PKCδ, atypowej niezależnej od Ca
2+

 lub diacyloglicerolu). Wykazano, że C6-ceramid 

powoduje aktywację PKCδ, co w dalszej kolejności powoduje defosforylację Akt na Ser473 i 

Thr308 (fosforylacja obu tych miejsc jest konieczna do aktywacji Akt) (Powell i wsp., 2003). 

Kinaza białkowa PKCδ hamuje również przyłączenie PtdIns(3,4,5)P3 do domeny PH Akt, co 

jest warunkiem koniecznym do translokacji Akt z cytozolu do błony komórkowej poprzez 

fosforylację PtdIns(3,4,5)P3 na Thr34 (Bourbon i wsp., 2000, 2002, Powell i wsp., 2003, Fox i 

wsp., 2007). Inne kinazy białkowe aktywowane przez ceramid to kinazy z grupy kinaz MAPK 

takie jak: JNK oraz p38 (Mazière i wsp., 2001, Kong i wsp., 2005, Kim i wsp., 2008).   

Ceramid wpływa na obniżenie fosforylacji kinazy Akt również poprzez aktywację fosfatazy 

białek PP2A (Dobrowsky i wsp., 1993). Aktywna fosfataza PP2A powoduje również 

defosforylację białek Bax i Bad, które stają się wówczas aktywnymi pro-apoptotycznymi 
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białkami. Towarzyszy temu defosforylacja białka Bcl-2, które traci swoje anty-apoptotyczne 

właściwości (Ruvolo i wsp., 1999, Xin i Deng 2006).  

Wiele badań wskazuje, że ceramid i białko p53 współdziałają wzajemnie w indukcji apoptozy 

(Heffernan-Stroud i Obeid 2011, Hage-Sleiman i wsp., 2013). Wykazano, że ceramid 

przyczynia się do wzrostu poziomu białka p53. Również czynniki stresogenne powodujące 

wzrost poziomu p53 mogą, poprzez aktywację syntaz ceramidu i obojętnej sfingomieliznazy, 

przyczyniać się do wzrostu poziomu ceramidu (Jaffrezou i wsp., 1996,  Kolettas i wsp., 2006, 

Panjarian i wsp., 2008, Deng i wsp., 2009). Jednakże istnieją również doniesienia, które 

pokazują, że ceramid nie powoduje wzrostu ekspresji białka p53 i, że białko to nie jest 

konieczne do indukcji apoptozy wywołanej przez ceramid (Yang i Duerksen-Hughes 2001, 

Hage-Sleiman i wsp., 2013).  

Istnienie oddziaływań między mitochondriami, siateczką śródplazmatyczną i błoną 

plazmatyczną odgrywa istotną rolę w regulacji przekaźnictwa sygnału w komórkach. Badania 

Stiban i wsp., (2007) wykazały, że ceramid powstający w siateczce śródplazmatycznej 

poprzez MAM (ang. mitochondria associated membranes) może translokować się do 

mitochondriów, powodując wzrost przepuszczalności zewnętrznej błony mitochondrialnej. 

Jednakże, w wyizolowanych mitochondriach stwierdzono obecność dihydroceramidu w 

zewnętrznej i wewnętrznej błonie mitochondrialnej (Ardail i wsp., 2001). W związku z tym 

możliwa jest synteza de novo ceramidu w mitochondriach, co w konsekwencji powoduje 

indukcję apoptozy. Dalsze badania potwierdziły obecność syntaz ceramidu, jak również 

obojętnej sfingomielinazy i ceramidaz w mitochondriach (Shimeno i wsp., 1998, El Bawab i 

wsp., 2000, Birbes i wsp., 2001, Bionda i wsp., 2004, Yu i wsp., 2007, Wu i wsp., 2010). 

Ceramidy powodują zaburzenie homeostazy wapniowej (Pinton i wsp., 2001, Muriel i wsp., 

2000), hamowanie kompleksów łańcucha transportu elektronów, zaburzenie potencjału obu 

błon mitochondrialnych (Arora i wsp., 1997, Ghafourifar i wsp., 1999), wzrost poziomu 

reaktywnych form tlenu (Garcia-Ruiz i wsp., 1997, Quillet-Mary i wsp., 1997, France-Lanord 

i wsp., 1997, Di Paola i wsp., 2000) i w konsekwencji wypływ z przestrzeni międzybłonowej 

mitochondrium białek indukujących apoptozę (Siskind i wsp., 2002, Di Paola i wsp., 2000 i 

2004).   

Jak wcześniej wspomniano, badania in vitro oraz in vivo pokazują, że ceramidy hamują 

łańcuch transportu elektronów. Eksperymenty Gudz i wsp., (1997) i Di Paola i wsp., (2000) 

pokazały, że C2-ceramid powoduje hamowanie kompleksu I, III i IV łańcucha oddechowego. 

Z kolei długołańcuchowe ceramidy takie jak C16 powodują hamowanie kompleksu IV.  
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Ze względu na swoją hydrofobowość ceramid może wpływać na właściwości błon 

komórkowych, powodując zmniejszenie ich płynności oraz szczelności. Ma to znaczenie w 

indukowanej przez ceramid apoptozie. Zarówno krótko jak i długołańcuchowe ceramidy 

powodują wzrost przepuszczalności zewnętrznej błony mitochondrialnej poprzez formowanie 

kanałów, które są przepuszczalne dla np. cytochromu c (Siskind i Colombini 2000, Siskind i 

wsp., 2002, Siskind i wsp., 2006, Colombini 2010). W formowanie tych kanałów 

zaangażowane jest pro-apoptotyczne białko Bax (Kim i wsp., 2001, von Haefen i wsp., 2002). 

Ceramid i białko Bax działają ze sobą synergistycznie, powodując wzrost przepuszczalności 

błony (Ganesan i wsp., 2010). Zjawisku temu zapobiega nadekspresja w komórkach białek 

anty-apoptotycznych Bcl-2 i Bcl-XL (Zhang i wsp., 1996, Siskind i wsp., 2008, Perera i wsp., 

2012). Translokacja białka Bax z cytozolu do mitochondrium wymaga aktywności kinazy 

JNK (Tsuruta i wsp., 2004). Krótko i długołańcuchowe ceramidy, poprzez aktywację szlaku 

kinaz MAPK oraz zahamowanie aktywności kinazy Akt, przyczyniają się do translokacji 

białka Bax (Kim i wsp., 2008). 
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Polimeraza poli(ADP-rybozy)  

Polimeraza poli(ADP-rybozy) (PARP-1) (EC.2.4.2.30) jest enzymem jądrowym 

biorącym udział w naprawie uszkodzeń DNA i regulacji procesów transkrypcji 

(Krishnakumar i Kraus 2010, Virág i wsp., 2013). Jest to białko monomeryczne o masie 

cząsteczkowej w granicach 110-130kDa, u ssaków wynosi 113kDa. PARP-1 jest najlepiej 

poznanym członkiem rodziny PARP , w skład której wchodzą również m.in.: sPARP-1, 

PARP-2, PARP-3, tankyraza. PARP-1 zawiera trzy istotne dla swej funkcji domeny 

strukturalne: domenę N-końcową wiążącą DNA, zawierającą dwa palce cynkowe i 

umożliwiającą wiązanie do pojedynczej lub podwójnej nici DNA, a także sekwencje 

lokalizacji jądrowej (NLS – ang. nuclear localization sequence), domenę centralną 

automodyfikującą, która zawiera motyw BRCT, odpowiedzialny za interakcje na poziomie 

białko-białko oraz C-końcową domenę katalityczną, przeprowadzającą proces  

ADP-rybozylacji (Kameshita i wsp., 1984, Desmarais i wsp., 1991, D’Amours i wsp., 1999, 

Altmeyer i wsp., 2009). W komórkach prawidłowych podstawowa aktywność PARP-1 jest na 

niskim poziomie i ulega gwałtownemu, nawet 500-krotnemu wzrostowi, w warunkach stresu 

gentoksycznego i oksydacyjnego (de Murcia i de Murcia 1994). Enzym w wyniku aktywacji 

syntetyzuje poli(ADP-rybozę) (PAR) i powoduje ADP-rybozylację licznych białek takich jak: 

histony, polimerazy DNA 1 i 2, ligazy DNA, topoizomerazy, Ca
2+

, Mg
2+

 zależna 

endonukleaza i sam PARP, który ulega autorybozylacji (D’Amours i wsp., 1999, Luo i Kraus 

2012). Przyłączenie PAR zmniejsza powinowactwo PARP-1 do DNA i hamuje aktywność 

katalityczną enzymu (D’Amours i wsp., 1999). Białka modyfikowane przez PARP-1 

zawierają motyw wiążący PAR, który często znajduje się w obrębie ich domen 

funkcjonalnych, odpowiedzialnych np. za wiązanie do DNA lub innych białek. Przyłączenie 

PAR może zatem modulować aktywność białek docelowych, ze względu na silnie ujemny 

ładunek i duży rozmiar polimeru (Kraus 2008, Krishnakumar i Kraus 2010, Schreiber i wsp., 

2006).   

PARP-1 odgrywa istotną rolę w regulacji aktywności licznych czynników transkrypcyjnych 

(np.: AP-1, AP-2) poprzez interakcje na poziomie białko-białko lub poprzez  

poli(ADP-rybozylację) czynnika transkrypcyjnego (np.: p53, NF-κB) (Kraus 2008, 

Krishnakumar i Kraus 2010). W ten sposób PARP-1 może wpływać na ekspresję białek  

pro- i antyoksydacyjnych.  

Modyfikacje potranslacyjne stanowią ważny mechanizm kontroli funkcji PARP-1 (Bürkle i 

Virág 2013). Badacze z zespołu Swansona (Kauppinen i wsp., 2006) stwierdzili korelację 

między szlakiem kinaz ERK1/2, a śmiercią neuronów i astrocytów zależną od PARP-1. 
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Zaobserwowali, że farmakologiczna inhibicja kinaz ERK1/2 zapobiegała aktywacji PARP-1 

poprzez spadek poziomu PAR. Badania wykazały, że aktywacja PARP-1 indukowana przez 

ERK1/2 zachodzi poprzez fosforylację. PARP-1 może być fosforylowany również m.in. przez 

kinazę białkową C (PKCα i β) i kinazę JNK1 (Cohen-Armon 2007, Bürkle i Virág 2013).  

Oprócz fosforylacji, PARP-1 w warunkach stresu ulega acetylacji, a ta modyfikacja wzmaga 

jej aktywność katalityczną. PARP-1 ulega modyfikacji przez acetylazy p300 i CBP (ang. 

cAMP-response element binding protein), co zwiększa zdolność tego enzymu do regulacji 

transkrypcji genów zależnych od NF-κB (Bürkle i Virág 2013).  

Badania wskazują, że nadmierna aktywacja enzymu PARP-1 powodowana występowaniem 

stresu oksydacyjnego ma udział w patomechanizmie wielu chorób w tym 

neurodegeneracyjnych, nowotworowych, niedokrwieniu, hipoglikemii (Suh i wsp., 2003, 

Strosznajder i wsp., 2003, 2005a, b, 2010, Kauppinen 2007, Strosznajder i wsp., 2012, 

Weaver i Yang 2013, Morales i wsp., 2014).  

Dotychczas niezbadana jest jednak rola PARP oraz PAR w mechanizmach działania 

bioaktywnych sfingolipidów w procesach neurodegeneracji i neuroprotekcji.  
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Udział białka AIF i polimerazy poli(ADP-rybozy) w śmierci komórek 

Oprócz ścieżki apoptozy związanej z aktywacją kaspazy-3, ważną rolę odgrywają 

również procesy kaspazo niezależne. Do czynników biorących udział w apoptozie niezależnej 

od aktywacji kaspaz należy białko AIF zidentyfikowane przez grupę Guido Kroemera (Susin i 

wsp., 1999). Białko AIF jest mitochondrialną flawoproteiną, która zaangażowana jest 

zarówno w procesy przeżycia jak i śmierci komórek. W warunkach fizjologicznych AIF 

odgrywa istotną rolę w fosforylacji oksydacyjnej, a w sytuacjach patologicznych może 

prowadzić do śmierci komórek niezależnej od kaspaz poprzez translokację do jądra 

komórkowego, kondensację chromatyny i fragmentację DNA. Następnie AIF wraz z innymi 

czynnikami, takimi jak cyklofilina A i endonukleaza G tworzy degradosom, który bierze 

udział w procesie fragmentacji DNA na charakterystyczne odcinki wielkości około 50 kpz 

(kilo par zasad) (Daugas i wsp., 2000, Modjtahedi i wsp., 2006), co prowadzi do 

apoptotycznej śmierci komórki (Yu i wsp., 2002, 2003, Cregan i wsp., 2004). AIF 

zakotwiczony jest w wewnętrznej błonie mitochondrialnej. W budowie białka AIF wyróżnia 

się trzy funkcjonalne domeny: domenę wiążącą FAD, domenę wiążącą NADH oraz domenę 

C-końcową. Dwie pierwsze z nich wykazują właściwości oksydoreduktazy NADH, natomiast 

domena C-końcowa wykazuje właściwości pro-apopotyczne (Susin i wsp., 1999). Na 

powierzchni białka AIF znajdują się dodatnio naładowane aminokwasy, które oddziałują 

elektrostatycznie z DNA (Ye i wsp., 2002). Badania wykazały, że AIF ma większe 

powinowactwo do nici pojedynczej niż podwójnej i że wiele cząsteczek AIF wiąże się z 

kilkoma cząsteczkami DNA (ang. clustered fashion) (Vahsen i wsp., 2006).  

Zaproponowane zostały dwa hipotetyczne modele działania AIF w łańcuchu transportu 

elektronów. Pierwszy model zakłada, że AIF jest czynnikiem „integrującym” 

zaangażowanym w przenoszenie lub gromadzenie podjednostek białkowych kompleksu I, a 

także prawdopodobnie kompleksu III. Druga hipoteza przedstawia AIF jako czynnik 

utrzymujący, niezbędny do utrzymania oraz stabilności kompleksu I i III (Modjtahedi i wsp., 

2006).  

AIF jest głównym czynnikiem prowadzącym do śmierci komórki w szlaku przekaźnictwa 

związanego z polimerazą poli(ADP-rybozy). Badania dowodzą, że AIF (62kDa) umieszczony 

w wewnętrznej błonie mitochondrialnej ulega proteolizie do rozpuszczalnej postaci (57kDa), 

która może opuścić mitochondrium (Otera i wsp., 2005, Vosler i wsp., 2009). Stwierdzono, że 

za proteolizę białka AIF odpowiada występująca w przestrzeni międzybłonowej 

mitochondriów (Heeres i Hergenrother 2007), zależna od Ca
2+

 proteaza – μ- kalpaina, do 
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której aktywności wymagana jest podjednostka capn4 oraz pro-apoptotyczne białko Bax 

(Moubarak i wsp., 2007). Białko Bax w postaci oligomerów formuje pory w zewnętrznej 

błonie mitochondrialnej, przez które może być uwalniane białko AIF.  

Przeprowadzone badania pokazują również, że endogenny AIF w komórkach mózgu 

zlokalizowany jest nie tylko w przestrzeni międzybłonowej mitochondrium lecz także pewna 

jego ilość (około 30%) znajduje się po cytozolowej stronie mitochondriów i luźno oddziałuje 

z zewnętrzną błoną mitochondrialną (Yu i wsp., 2009). W związku z tym możliwe jest, że to 

ta pula AIF, która nie ulega proteolizie, translokuje się do jądra komórkowego pod wpływem 

sygnału śmierci. Potwierdzają to dane, które sugerują brak konieczności aktywacji kalpainy w 

komórkach ulegających apoptozie z udziałem białka AIF (Yu i wsp., 2002, Joshi i wsp., 2009, 

Wang i wsp., 2009). 

Istotne znaczenie w uwalnianiu białka AIF przypisuje się poli(ADP-rybozie) (PAR). PARP-1 

katalizuje reakcje z βNAD
+
 (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) i syntetyzuje polimery 

ADP-rybozy. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA, komórka rozpoczyna procesy naprawcze. 

Następuje aktywacja PARP-1 i ADP-rybozylacja histonów, co prowadzi do ich uwolnienia z 

uszkodzonego DNA. Jednakże, kiedy dochodzi do masywnego uszkodzenia DNA, następuje 

nadmierna aktywacja PARP-1, co może prowadzić do wyczerpania βNAD
+
 i ATP oraz 

śmierci komórek (Alano i wsp., 2010). Wykazano, że PAR przenosi informację między 

jądrem a mitochondrium i wpływa na uwalnianie białka AIF (Andrabi i wsp., 2006; Yu i 

wsp.,2006, Moubarak i wsp., 2007). Stwierdzono, że AIF posiada trzy domeny wiążące PAR, 

które są niezbędne do indukcji translokacji AIF do jądra komórkowego (Wang i wsp., 2011). 

Jednak dokładny mechanizm uwalniania AIF w odpowiedzi na związanie PAR nie jest do 

końca poznany.  
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Działanie sfingozyno-1-fosforanu za pośrednictwem błonowych receptorów 

sprzężonych z białkami G 

Sfingozyno-1-fosforan może działać jako przekaźnik pierwszego rzędu za 

pośrednictwem błonowych receptorów (GPCR) sprzężonych z białkami G oznaczonych 

S1PR1 do S1PR5 w sposób autokrynny lub parakrynny oraz jako wewnątrzkomórkowy 

przekaźnik drugiego rzędu (Schemat 3) (Blaho i Hla 2014, Takabe i Spiegel 2014). Głównym 

ligandem jest dla nich S1P oraz wykazujący mniejsze powinowactwo dihydro-S1P (Pyne i 

Pyne, 2002, 2011). S1P syntetyzowany wewnątrz komórek może dotrzeć do receptorów na 

powierzchni błony za pomocą białek transportowych zawierających kasetę wiążącą ATP z 

rodziny ABC (ABC1, ABCG2, ABCA1) (van Meer i Lisman 2002) oraz białka Spinster 2 

(SPNS2), które należy do super-rodziny transporterów błonowych (ang. major facilitator 

superfamily, MFS) (Osborne i wsp., 2008, Hisano i wsp., 2012, Nagahashi i wsp., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schemat 3. Synteza i mechanizm działania sfingozyno-1-fosforanu wg. Obinata i Hla 2012. 

Objaśnienia skrótów: Cer-syntazy ceramidu, LPPs- fosfohydrolazy o szerokiej specyficzności 

substratowej, SPPs-fosfatazy dla S1P, Sphk1-kinaza sfingozyny typu 1, Rho, Ras-białka 

należące do rodziny małych białek G, MAPK-kinazy aktywnowane mitogenami, Akt-kinaza 

białkowa B, PI3-K-kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, PKC-kinaza białkowa C, PLC-fosfolipaza 

C.  
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Receptor S1PR1 sprzężony jest z białkiem Gi/o , receptor S1PR2 i S1PR3 z białkami 

Gi/o, Gq, oraz G12/13, natomiast receptor S1PR4 i S1PR5 z białkami Gi/o  oraz G12/13. Receptor 

będąc związany z białkiem Gi/o, hamuje aktywność cyklazy adenylanowej i zmniejsza stężenie 

cAMP w komórce, aktywuje białko Ras, które stymuluje serynowo-treoninową kinazę Raf, a 

następnie kaskadę tzw. kinaz MAPK. Kinazy MAPK pośredniczą w przekazywaniu sygnałów 

związanych z procesami, takimi jak: proliferacja, różnicowanie, przeżycie, śmierć i 

transformacja nowotworowa (Walker i wsp., 2013, Tournier 2013, Koul i wsp., 2013). Przez 

podjednostkę β/γ białka Gi/o aktywowana jest fosfolipaza C typu β, która jest również 

aktywowana przez podjednostkę α białka Gq. Zaktywowany enzym działa hydrolitycznie na 

fosfolipid PtdIns(3,4)P2. W wyniku hydrolizy powstają dwa wtórne przekaźniki informacji: 

InsP3 i 1,2-diacyloglicerol (DAG) oraz następuje zwiększenie poziomu wolnych jonów 

wapnia w komórce. PtdIns(3,4)P2 może ulegać także fosforylacji pod wpływem kinazy PI3-K. 

Powstaje wówczas PtdIns(3,4,5)P3, który rekrutuje z cytoplazmy do błony plazmatycznej 

nieaktywną kinazę Akt i wiążąc się z nią umożliwia jej fosforylację a przez to aktywację. 

Szlak sygnałowy włączający PI3-K/Akt pełni istotne funkcje w procesach pro-życiowych 

(Polivka i Janku 2014). Białko Gi/o oraz G12/13 aktywują małe białka G-Rho (Schemat 3) 

(Nowak i wsp., 2008, Klimaszewska i wsp., 2011).   

Receptory S1PR1-S1PR5 są obecne w wielu komórkach organizmu. Obecność S1PR1,  

S1PR 2 i S1PR3 stwierdzono w mózgu, sercu, płucach, śledzionie i wątrobie. W mniejszym 

stopniu receptory te zlokalizowane są w nerkach, mięśniach i grasicy. S1PR4 występuje 

głównie w tkankach limfatycznych (grasicy, śledzionie, węzłach chłonnych) oraz w płucach. 

S1RP5 jest obecny głównie w układzie nerwowym (Sanchez i Hla 2004).  

W neuronach i mikrogleju zlokalizowane są receptory: S1PR1, S1PR2 S1PR3, w 

oligodendrocytach znajdują się S1PR1, S1PR3 oraz S1PR5, a w astrocytach występują 

S1PR1 i S1PR3 (Mehling i wsp., 2011). S1P poprzez zależne od pobudzenia receptorów 

szlaki przekaźnictwa informacji zaangażowany jest w procesy przeżycia, proliferacji, 

różnicowania komórek, organizację cytoszkieletu oraz komunikacji między komórkami (Hait 

i wsp., 2006, Chalfant i wsp., 2005, Strub i wsp., 2010). S1P wpływa na morfologię 

neurytów, reguluje podstawowe funkcje neuronów oraz sekrecję neuroprzekaźników m. in. 

glutaminianu (Kajimoto i wsp., 2007, Okada i wsp., 2009). 
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Znaczenie ceramidu/S1P w wybranych stanach patologicznych  

Istnienie ścieżki, której kolejne metabolity mają przeciwstawne pro- i  

anty-apoptotyczne działanie (ceramid/S1P) sugeruje, iż zachwianie jej regulacji może mieć 

niezwykle istotne znaczenie w wielu procesach patologicznych. Stwierdzono, że zaburzenie 

biostatu ceramid/S1P obserwowane jest m.in. w niedotlenieniu/niedokrwieniu mózgu (Tian i 

wsp., 2009), w chorobach neurodegeneracyjnych (Katsel i wsp., 2007, Haughey i wsp., 2010, 

Filippov i wsp. 2012, Ceccom i wsp., 2014, Couttas i wsp., 2014), w procesie nowotworzenia 

(Ogretmen i Hannun 2004, Ponnusamy i wsp., 2010, Oskouian i Saba 2010, Kunkel i wsp., 

2013), w stwardnieniu rozsianym (Jana i Pahan 2010, van Doorn i wsp., 2012, Podbielska i 

wsp., 2012, Davies i wsp., 2013) oraz w hiperglikemii (Car i wsp., 2012, Larsen i Tennagels 

2014).  

Choroba Alzheimera  

Z przeprowadzonych badań wynika, że źródłem ceramidów w patologii choroby 

Alzheimera (ChA) jest hydroliza sfingomieliny i synteza de novo. Zaobserwowano, że 

peptydy amyloidu beta (Aβ) indukują apoptozę poprzez aktywację kwaśnej i obojętnej 

sfingomielinazy przyczyniając się w ten sposób do wzrostu poziomu ceramidów (Ayasolla i 

wsp., 2004, Lee i wsp., 2004, Zeng i wsp., 2005, Malaplate-Armand i wsp., 2006, Gomez-

Brouchet i wsp., 2007). Badania pokazują również możliwość aktywacji palmitylotransferazy 

serynowej przez peptydy Aβ, w wyniku czego dochodzi do wzrostu poziomu ceramidów na 

drodze syntezy de novo (Cutler i wsp., 2004, Geekiyanage i wsp., 2013). 

Wzrost stężenia ceramidów i spadek poziomu S1P obserwowano w mózgach post 

mortem pacjentów chorych na ChA (Cutler i wsp., 2004, He i wsp., 2010, Filippov i wsp. 

2012, Ceccom i wsp., 2014, Couttas i wsp., 2014). Stężenie ceramidów badane w płynie 

mózgowo-rdzeniowym osób z ChA było prawie dwukrotnie wyższe w porównaniu z grupą 

kontrolą (Satoi i wsp., 2005). He i wsp., (2010) wykazali podwyższony poziom kwaśnej 

sfingomielinazy w mózgach post mortem pacjentów z ChA w porównaniu ze zdrowymi 

mózgami osób starszych. Prowadziło to do wzrostu ilości ceramidów. Ponadto 

zaobserwowano wzrost aktywności kwaśnej ceramidazy, co skutkowało wzrostem poziomu 

sfingozyny, jednak ilość protekcyjnego sfingozyno-1-fosforanu ulegała obniżeniu. Autorzy 

postulują, że S1P jest rozkładany przez liazy lub defosforylowany przez fosfatazy. Badania 

post mortem wykazały także zmiany w aktywności kinaz sfingozyny. Couttas i wsp., (2014) 

pokazali spadek poziomu S1P w próbkach pobranych z rejonu CA1 hipokampa oraz z 

dolnego zakrętu skroniowego istoty szarej i białej post mortem od ludzi chorych na ChA. 
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Stwierdzono również wzrost poziomu ceramidów głównie C16, spadek aktywności kinaz 

sfingozyny 1 i 2 oraz wzrost aktywności fosfataz SPP1 i SPP2. Badania Ceccom i wsp., 

(2014) pokazały spadek immunoreaktywności kinazy sfingozyny 1, receptora 1 dla S1P oraz 

wzrost dla liazy S1P w próbkach pobranych z kory czołowej oraz śródwęchowej post mortem 

od ludzi chorych na ChA.  

Stwardnienie rozsiane  

Fingolimod (Gilenya) jest lekiem stosowanym w monoterapii do modyfikacji 

przebiegu postaci rzutowo-remisyjnej stwardnienia rozsianego. Fingolimod ulega fosforylacji 

przez kinazę sfingozyny typu 2 do aktywnego metabolitu fosforanu fingolimodu, który jest 

modulatorem receptorów dla S1P. Fingolimod powoduje zatrzymanie autoreaktywnych 

limfocytów T w węzłach chłonnych. Ponadto wykazuje również bezpośrednio 

neuroprotekcyjne działanie na ośrodkowy układ nerwowy. Podany doustnie ma zdolność do 

przekraczania bariery krew-mózg i działania na receptory S1P w mózgu (Miron i wsp., 2008, 

2009, Hla i Brinkmann 2011, Pinschewer i wsp., 2011).   

W próbkach pobranych post mortem od pacjentów ze stwardnieniem rozsianym stwierdzono 

wzrost poziomu ceramidów. Zaobserwowano wzrost proporcji ceramidów C16/C24 oraz 

C18/C24 w porównaniu do próbek pobranych od zdrowych pacjentów (van Doorn i wsp., 

2012). Stwierdzono również wzrost ekspresji kwaśnej sfingomielinazy w astrocytach. W 

mikrogleju wykazano wzrost ekspresji kwaśnej ceramidazy, kinazy sfingozyny 2 – enzymów 

biorących udział w degradacji ceramidu oraz fosfatazy S1P (SPP2) – enzymu rozkładającego 

protekcyjny S1P.  

Proces nowotworzenia  

Czynniki stresogenne np. TNF-α, chemioterapeutyki, hipo-i hiperglikemia wpływają 

na poziom ceramidu, co sugerowałoby, że w komórkach nowotworowych może dochodzić do 

wzmożonej produkcji ceramidów (Nikolova-Karakashian i Rozenova 2010). Ceramid 

powinien jako cząsteczka pro-apoptotyczna przyczyniać się do indukcji procesów śmierci 

komórek, jednak komórki nowotworowe charakteryzują się znaczną opornością na apoptozę. 

Biorąc ten fakt pod uwagę należy przypuszczać, że w komórkach nowotworowych istnieją 

mechanizmy, które powodują zmniejszenie poziomu ceramidu lub umożliwiają im przeżycie 

w warunkach wysokiego stężenia tego sfingolipidu. Jednym z mechanizmów wpływających 

na zmniejszenie poziomu ceramidu jest jego glikozylacja i galaktozylacja. Wzrost poziomu 

glukozyloceramidu i galaktozyloceramidu związany jest z wystąpieniem zjawiska oporności 

wielolekowej (Liu i wsp., 2001, Ogretmen i Hannun 2004, Gouaze-Andersson i Cabot 2006, 
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Giussani i wsp., 2012, Owczarek i wsp., 2013). W komórkach nowotworowych dochodzi 

również do wzrostu ekspresji kinazy sfingozyny 1, która uważana jest za onkogen, a tym 

samym do wzmożonej syntezy anty-apoptotycznego S1P (Pitson i wsp., 2005, Vadas i wsp., 

2008, Pyne i Pyne 2010, Kunkel i wsp., 2013). Reasumując podawane egzogennie ceramidy i 

zwiększanie puli endogennych ceramidów oraz hamowanie metabolizmu ceramidów stwarza 

możliwości rozwinięcia skutecznej strategii przeciwnowotworowej (Barth i wsp., 2011).  
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Założenia i cel pracy  

Należy zwrócić uwagę, że w ostatnim dziesięcioleciu dokonał się ogromny postęp w 

zrozumieniu funkcji bioaktywnych sfingolipidów takich jak: ceramid i sfingozyno-1-fosforan 

oraz enzymów biorących udział w ich metabolizmie w regulacji wielu procesów 

komórkowych. Dotychczasowe prace wykazały, że ceramid i sfingozyna odgrywają ważną 

rolę w procesach hamowania wzrostu i indukcji śmierci komórki, natomiast ich aktywny 

metabolit S1P pełni w komórce funkcję pro-życiową, stymulując wzrost komórki i hamując 

jej apoptozę (Schemat 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schemat 4. Model biostatu ceramid/S1P wg Van Brocklyn i wsp., 2012.  

Objaśnienia skrótów: CerS-syntazy ceramidu, SPP-fosfataza dla S1P, Sphk-kinaza 

sfingozyny, Sph-sfingozyna, S1P-sfingozyno-1-fosforan.  

 

Mimo intensywnych badań w tym zakresie, wiele zagadnień pozostaje nadal nie do końca 

wyjaśnionych. Uzasadnione jest więc podjęcie prac badawczych dotyczących roli ceramidu 

oraz S1P w molekularnych mechanizmach przeżycia i śmierci komórek. Udział polimerazy 

poli(ADP-rybozy) w mechanizmie śmierci komórek indukowanej ceramidem jest tematem 

dotychczas nie poruszanym w bogatym piśmiennictwie dotyczącym ceramidu.  

W związku z tym celem pracy było: zbadanie jakie procesy molekularne oraz szlaki 

przekaźnictwa wewnątrzkomórkowego biorą udział w śmierci komórek ludzkiej 

neuroblastoma SH-SY5Y wywołanej działaniem ceramidu, z uwzględnieniem udziału 

enzymu jądrowego polimerazy poli(ADP-rybozy). Ponadto zbadanie mechanizmu 

protekcyjnego działania S1P oraz agonistów receptorów dla S1P w stresie oksydacyjnym 

wywołanym działaniem ceramidu.  
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Realizacja projektu przebiegała z uwzględnieniem następujących zadań szczegółowych: 

 

 Wpływ egzogennego C2-ceramidu na przeżywalność komórek SH-SY5Y i indukcję 

stresu oksydacyjnego.  

 Zbadanie roli polimerazy poli(ADP-rybozy) oraz udziału kinaz ERK1/2, PKC, JNK i 

białka p53 w mechanizmie śmierci komórek SH-SY5Y.  

 Określenie roli szlaku przekaźnictwa sygnału PI3-K/Akt/GSK3β w zależnej od  

PARP-1/PAR/AIF śmierci komórek SH-SY5Y.  

 Analiza wpływu zahamowania aktywności PARP-1 na ekspresję 

genów/immunoreaktywność dla pro-i anty-apoptotycznych białek z rodziny Bcl-2 oraz 

na śmierć komórek SH-SY5Y.  

 Analiza wpływu ceramidu na enzymy metabolizujące S1P oraz zbadanie roli 

egzogennego sfingozyno-1-fosforanu (S1P) w stresie oksydacyjnym wywołanym 

ceramidem.  

 Badanie wpływu S1P na szlak przekaźnictwa sygnału zależnego od PI3-K/Akt.  

 Analiza wpływu S1P na ekspresję genów/immunoreaktywność dla pro- i  

anty-apoptotycznych białek z rodziny Bcl-2 oraz na przeżywalność komórek  

SH-SY5Y.  
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Materiały i Metody  

Komórkowy model badawczy 

Komórki neuroblastoma SH-SY5Y  

Badania dotyczące mechanizmów przeżycia i śmierci komórek prowadzono z 

wykorzystaniem linii komórek ludzkich neuroblastoma (nerwiak płodowy współczulny, 

nowotwór wywodzący się z komórek cewy nerwowej) SH-SY5Y. Linia komórek SH-SY5Y 

jest trzykrotnym klonem linii komórkowej neuroblastoma SK-N-SH, która została 

wyizolowana z materiału biopsyjnego pochodzącego ze szpiku kostnego pacjenta z 

nerwiakiem płodowym we wczesnych latach 70 XX wieku (Biedler i wsp., 1973).  

Komórki SH-SY5Y to stosunkowo jednorodna linia komórek o neuronalnym fenotypie 

(Ciccarone i wsp., 1989, Tieu i wsp., 1999, Xie i wsp., 2010). Komórki te wykazują 

aktywność enzymów takich jak: hydroksylaza tyrozynowa, β-hydroksylaza dopaminy i 

charakteryzują się możliwością syntezy amin katecholowych (dopaminy, noradrenaliny) 

(Oyarce i Fleming 1991). Wykazują również ekspresję receptorów opioidowych i 

muskarynowych oraz receptorów dla neuronalnych czynników wzrostu.  

Komórki SH-SY5Y są szeroko stosowanym modelem badawczym w doświadczeniach in 

vitro nad molekularnymi mechanizmami prowadzącymi do przeżycia lub śmierci ze 

szczególnym uwzględnieniem procesów neurotoksyczności i neuroprotekcji (Bir i wsp., 2014, 

Banerjee i wsp., 2014, Law i wsp., 2014, Petroni i wsp., 2013, Wong i wsp., 2012, Rhein i 

wsp., 2009).  

Komórki SH-SY5Y hodowane były w pożywce MEM/F12 Ham (1:1) (Minimum Essential 

Medium Eagle/Nutrient Mixtures) (Sigma – Aldrich) z dodatkiem 15% płodowej surowicy 

bydlęcej (FBS, ang. fetal bovine serum) inaktywowanej w 56˚C, 2 mM glutaminy i 

antybiotyków (50 jednostek/ml penicyliny, 50 μg/ml streptomycyny). Hodowlę prowadzono 

w sterylnych jednorazowych plastikowych szalkach w inkubatorze w temperaturze 37˚C, w 

atmosferze nasyconej parą wodną i zawierającej 5% CO2. Morfologię komórek w trakcie 

hodowli, a następnie po podaniu wybranych związków chemicznych w tym farmakologicznie 

czynnych obserwowano w mikroskopie świetlnym Olympus CKX41.  
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Zastosowane warunki doświadczalne  

Do eksperymentów stosowano komórki między 5 a 12 pasażem. Po 24 godzinach od wysiania 

komórek na odpowiednie szalki, pożywki hodowlane wymieniano na pożywki zawierające 

2% FBS oraz 2 mM glutaminę i antybiotyki w stężeniach takich jak w mediach hodowlanych. 

Następnie komórki traktowano C2-ceramidem (N-acetylo-D-erytro-sfingozyna), 

sfingolipidem mającym właściwości przechodzenia przez błony komórkowe oraz badanymi 

związkami i inkubowano w czasie 0-24 godz. w temperaturze 37ºC. Odpowiednie inhibitory,  

sfingozyno1-fosforan i agoniści/antagoniści receptorów dla S1P, dodawano 1 godz. przed 

podaniem C2-ceramidu.  

Kontrolami w prowadzonych doświadczeniach były komórki SH-SY5Y:  

 nie poddane działaniu C2-ceramidu.  

 poddane działaniu nieaktywnego C2-dihydroceramidu (D-erytro-N-acetylosfinganina).  

 traktowane stosowanymi w doświadczeniach związkami bez udziału C2-ceramidu.  

 poddane działaniu odpowiednich rozpuszczalników takich jak: DMSO i etanol.  

Nie stwierdzono wpływu stosowanych rozpuszczalników na przeżywalność komórek  

SH-SY5Y i poziom wolnych rodników.  

Do zaplanowanych doświadczeń komórki wysiewano z gęstością 1-1,5x10
6
 komórek na 

szalkę o średnicy 10cm lub 1x10
4
 do dołka na płytce 96-dołkowej pokrytej kolagenem.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://rcin.org.pl



Materiały i Metody 

36 
 

Charakterystyka i wzory chemiczne stosowanych związków 

W prowadzonych badaniach stosowano następujące związki, których stężenia zostały 

wybrane na podstawie dostępnej literatury:  

1) C2-ceramid (N-acetylo-D-erytro-sfingozyna), Enzo Life Sciences. Stosowany w 

stężeniu 25µM i rozpuszczony w DMSO.  

2) C2-dihydroceramid (D-erytro-N-acetylosfinganina), Enzo Life Sciences. Stosowany w 

stężeniu 25µM i rozpuszczony w DMSO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schemat 5. Wzory chemiczne C2-ceramidu i C2-dihydroceramidu.  

 
3) Staurosporyna (STS, Sigma – Aldrich). Stosowana in vitro w celu aktywacji procesu 

apoptozy zależnej od kaspaz. Rozpuszczona w wodzie i stosowana w stężeniu 100nM  

4) Inhibitor PARP-1 - PJ-34, Sigma – Aldrich. Stosowany w stężeniu 20µM i 

rozpuszczony w wodzie.  

 

 

 

 

 

 

Schemat 6. Wzór chemiczny inhibitora PJ-34.  

C2-ceramid 

C2-dihydroceramid 
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5) Inhibitor megakanału mitochondrialnego – cyklosporyna A, R&D Systems. Stosowana 

w stężeniu 2µM i rozpuszczona w etanolu 

6) Inhibitor białka p53 – pifinitryna-α, Sigma – Aldrich. Stosowana w stężeniu 20µM i 

rozpuszczona w DMSO. 

7) Inhibitor pan kaspaz – Z-VAD-FMK, R&D Systems. Stosowany w stężeniu 20µM i 

rozpuszczony w DMSO.  

8) Inhibitor PI3-K/Akt – LY294002, Sigma – Aldrich. Stosowany w stężeniu 50µM i 

rozpuszczony w DMSO.  

9) Sfingozyno-1-fosforan, Enzo Life Sciences. Stosowany w stężeniu 1µM i 

rozpuszczony w 4%BSA .  

 

 

 

 

 

Schemat 7. Wzór chemiczny stosowanego w doświadczeniach S1P.  

 

10)  Agonista receptorów dla S1P – pFTY720 (S1PR1, S1PR3, S1PR4 i S1PR5), Cayman 

Biochemicals. Stosowany w stężeniu 100pM i rozpuszczony w DMSO. 

11) Agonista receptora S1PR1 – SEW2871, Cayman Biochemicals. Stosowany w stężeniu 

10µM i rozpuszczony w DMSO.  

12)  Antagonista receptora S1PR1 – W123, Cayman Biochemicals. Stosowany w stężeniu 

20µM i rozpuszczony w DMSO. 

13) Antagonista receptora S1PR1 i S1PR3 – VPC 23019. Stosowany w stężeniu 1µM i 

rozpuszczony w DMSO. 

14)  Inhibitor kinazy ERK1/2 – UO126, Sigma – Aldrich. Stosowany w stężeniu 1µM i 

rozpuszczony w DMSO.  

15)  Inhibitor kinazy JNK – SP600125, Sigma – Aldrich. Stosowany w stężeniu 5µM i 

rozpuszczony w DMSO. 

16) Inhibitor kinazy białkowej C (PKC) – GF109203x, Sigma – Aldrich. Stosowany w 

stężeniu 1µM i rozpuszczony w DMSO.  
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Przygotowanie materiału do doświadczeń i analiz  

Komórki na szalkach płukano dwukrotnie za pomocą PBS, zawieszano w komercyjnym 

buforze do lizy komórek firmy Cell Signalling Technology (#9803) zeskrobywano z szalek i 

sonifikowano. Tak przygotowany materiał przechowywano w temperaturze -20°C i używano 

do oznaczeń immunochemicznych (western blot). 

Otrzymywanie frakcji podkomórkowych  

Przygotowanie frakcji podkomórkowych odbywało się wg metody opisanej przez Wang i 

wsp., (2004). Komórki hodowane na szalkach o średnicy 10cm płukano dwukrotnie buforem 

PBS, a następnie zawieszano w buforze hipotonicznym zawierającym 10mM  

Tris-HCl pH 7,4, 10mM KCl, 1,5mM MgCl2, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1mM DTT i 

mieszaninę inhibitorów proteaz Complete (Roche Diagnostics). 

Po 5 minutowej inkubacji w temperaturze 4°C w w/w buforze, komórki homogenizowano za 

pomocą strzykawki, przeciągając tłok strzykawki 12 razy, co ustalono kontrolując jakość 

homogenizacji pod mikroskopem. Homogenat wirowano 10 min. z przyspieszeniem 500 x g 

w temperaturze 4°C. Osad (P1) zawierający zgrubną frakcję jądrową zawieszano w 25mM 

buforze Tris-HCl o pH 7,4 z inhibitorami proteaz Complete. Supernatant (S1) wirowano przez 

15 min. z przyspieszeniem 15000 x g w temperaturze 4°C, do otrzymania frakcji 

mitochondrialnej (P2) i cytozolowej (S2). Uzyskany w ten sposób materiał przechowywano w 

w temperaturze -20°C i używano do oznaczania białek metodą western blot.  

Metody spektrofotometryczne  

Oznaczanie zawartości białka  

Zawartość białka w preparacie oznaczano metodą Lowry’ego przy użyciu fenolowego 

odczynnika Folina (Lowry i wsp.,1951). 

Analiza przeżywalności komórek za pomocą testu MTT  

Test MTT jest ilościowym kolorymetrycznym testem. Aktywne metabolicznie komórki mogą 

przekształcać w mitochondriach sole tetrazolowe o zabarwieniu żółtym do 

nierozpuszczalnego w wodzie formazanu o zabarwieniu fioletowym. Powstałe kryształy 

rozpuszczane są w DMSO. Sole tetrazolowe są redukowane do formazanu dzięki działaniu 

dehydrogenazy bursztynianowej.  

Komórki SH-SY5Y wysiewano na szalki 96-dołkowe pokryte kolagenem. Następnego dnia 

pożywkę wymieniano na taką z niską zawartością surowicy (2% FBS) i dodawano  
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C2-ceramid oraz odpowiednie związki. Po 24 godz. medium hodowlane wymieniano 

ponownie na pozbawione surowicy, dodawano MTT (0,25mg/ml) i inkubowano przez 2 godz. 

w temperaturze 37
◦
C. Następnie pożywkę usuwano, a komórki rozpuszczano w DMSO i 

mierzono spektrofotometrycznie ich absorbancję przy długości fali 595nm za pomocą 

czytnika do mikropłytek BioRad.  

Analiza poziomu wolnych rodników w cytozolu komórek przy użyciu sondy 

fluorescencyjnej DCF  

Poziom wolnych rodników w komórkach SH-SY5Y badano na podstawie reakcji 

przekształcenia dwuoctanu 2’,7-dichlorofluoresceiny (H2DCF-DA), na skutek 

wewnątrzkomórkowej deacetylacji, do 2’,7-dichlorofluorescyny (DCFH), która następnie jest 

utleniana przez wolne rodniki do fluorescencyjnej 2’,7-dichlorofluoresceiny (DCF) (Royall i 

Ischiropoulos 1993). Komórki SH-SY5Y wysiewano na szalki 96-dołkowe pokryte 

kolagenem. Następnego dnia pożywkę wymieniano na pożywkę z niską zawartością surowicy 

(2% FBS) i dodawano C2-ceramid oraz odpowiednie związki. Po 24 godz. pożywkę usuwano  

i dodawano bufor Hank’s (Sigma – Aldrich), a następnie 10µM H2DCF-DA (Sigma – 

Aldrich) i inkubowano przez 50 min. w temperaturze 37
◦
C. Fluorescencję mierzono przy 

użyciu czytnika FLUOstar Omega przy długości fali pobudzenia 488nm i emisji 525nm.  

Skład buforu Hank’s: CaCl2 x 2H2O – 0.185g/l, MgSO4 (bezwodny) – 0.09767g/l,  

KCl – 0.4g/l, KH2PO4 (bezwodny) – 0.06g/l, NaHCO3 – 0.35g/l, NaCl – 8.0g/l, Na2HPO4 

(bezwodny) – 0.04788 g/l, D-Glukoza – 1.0g/l.  

Oznaczanie stopnia cytotoksyczności C2-ceramidu za pomocą testu LDH 

Test LDH służy do oceny stopnia toksyczności badanej substancji względem komórek 

przylegających do podłoża. Do przeprowadzenia testu użyto komercyjnego zestawu 

odczynników firmy BioVision. Metoda ta oparta jest na reakcjach enzymatycznych, w 

wyniku których powstaje barwny produkt oznaczany spektrofotometrycznie. Dehydrogenaza 

mleczanowa (LDH) jest enzymem cytozolowym, który w warunkach fizjologicznych nie jest 

uwalniany do środowiska. Uszkodzenie mechaniczne błony plazmatycznej oraz śmierć 

komórki powoduje uwolnienie LDH z komórek. Komórki SH-SY5Y wysiewano na szalki  

96-dołkowe pokryte kolagenem. Następnego dnia pożywkę wymieniano na pożywkę z niską 

zawartością surowicy (2% FBS) i dodawano C2-ceramid. Po 24 godz. inkubacji z  

C2-ceramidem, komórki wirowano przy 600 x g przez 10 min. Następnie klarowny roztwór 

pożywki przeniesiono do 96-dołkowej płytki i dodawano po 100µl mieszaniny reakcyjnej 
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LDH. Po 30 min. inkubacji w temperaturze pokojowej mierzono absorbancję przy  

450nm.  

Oznaczanie aktywności kinazy sfingozyny 1  

Oznaczanie aktywności kinazy sfingozyny 1 przeprowadzono zgodnie z metodą opisaną przez 

Billich i Ettmayer (2004) oraz Takasugi i wsp., (2011). Komórki SH-SY5Y wysiewano na 

szalki o średnicy 10cm. Następnego dnia pożywkę wymieniano na pożywkę z niską 

zawartością surowicy (2% FBS) i dodawano C2-ceramid. Po odpowiednio 3 godz. i  

24 godz. inkubacji, komórki przemywano PBS i zawieszano w buforze o składzie: 50mM 

HEPES, pH 7,4, 10mM KCI, 15mM MgCl2, 0,1% Triton X-100, 20% glicerol, 2mM 

ortowanadian, 2mM DTT, 10mM NaF, 1mM deoksypirydoksyna i inhibitory proteaz 

Complete. Następnie komórki poddano lizie w cyklu zamrażania-rozmrażania i dodatkowo 

homogenizowano strzykawką, przeciągając tłok strzykawki 12 razy. W dalszej kolejności 

komórki wirowano przy 15000 obr/min przez 5 min. Osad odrzucano, a w nadsączu 

oznaczono białko metodą Lowry’ego. Do reakcji pobierano równą ilość białka (80-100µg) z 

nadsączu i dodano NBD-sfingozynę (10µM w mieszaninie reakcyjnej, Avanti Polar Lipids). 

Pozostały skład buforu reakcyjnego to: 50mM HEPES pH 7,4, 15mM MgCl2, 0,5mM KCI, 

10% glicerol i 2mM ATP. Inkubację prowadzono przez 30 minut w temperaturze 30°C (100µl 

objętość mieszaniny reakcyjnej). Reakcje zatrzymano przez dodanie 100µl 1M fosforanu 

potasu pH 8,5, a następnie przez dodanie 2,5 raza więcej mieszaniny chloroform / metanol 

(2:1). Następnie mieszaninę wirowano przy 15000 obr/min przez 1 minutę. Po 

przeprowadzonej ekstrakcji pobierano górną fazę wodną, gdyż w niej znajduje się NBD-S1P. 

Po dodaniu równej objętości dimetyloformamidu fluorescencję mierzono przy użyciu 

czytnika FLUOstar Omega przy długości fali pobudzenia 485nm i emisji 538nm 

Metody radiochemiczne oznaczania aktywności enzymów 

Oznaczanie aktywności polimerazy poli (ADP-rybozy) 

Aktywności PARP-1 badano w homogenacie komórek SH-SY5Y zgodnie z metodą opisaną 

przez Strosznajder i wsp., 2011. Homogenat inkubowano przez 30 min. w łaźni wodnej w 

temperaturze 37˚C. Po inkubacji oznaczano aktywność PARP-1 przy użyciu radioaktywnego 

substratu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego ([
14

C] NAD). Mieszanina reakcyjna w 

końcowej objętości 100μl zawierała 200μM (4x10
5
 dpm) [Ade-U 

14
C] NAD (Amersham 

Biosciences), 100mM Tris-HCl pH 8,0, 10mM MgCl2, 5mM DTT oraz 50-100μg białka 

homogenatu. Reakcję przeprowadzano przez 1 min. w temperaturze 37°C. Reakcję 
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zatrzymywano poprzez dodanie 0,8ml 25% zimnego kwasu trójchlorooctowego (TCA). 

Następnie próby przesączano pod ciśnieniem stosując filtry Whatman GF/B i pięciokrotnie 

przepłukiwano 3ml 5% TCA. Radioaktywność poli(ADP-rybozy) oznaczano w scyntylatorze 

Braya w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosując czas zliczania 5 min. 

Metody immunochemiczne  

Immunodetekcja białek metodą western blot  

Immunochemiczną metodą western blot oznaczano poziom AIF, Akt (pSer473), Akt, Bad 

(pSer136), Bad, GSK3β, Bcl-2, PAR, GAPDH oraz β-aktyny. Homogenat (40-60µg białka) 

mieszano z buforem denaturującym Laemmli o składzie: 62,5mM Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 

100 mM DTT, 20% glicerol i 0,2% błękit bromofenolowy. Próbki następnie ogrzewano przez 

5 min. w temp. 95°C. Białka rozdzielano na żelu poliakrylamidowym i przenoszono na błonę 

PVDF (Amersham Biosciences). Po wykonaniu barwienia białek za pomocą roztworu 

Ponceau S, membranę płukano w odpowiednim buforze (Tabela nr. 1), a następnie 

inkubowano w roztworze odtłuszczonego mleka lub BSA (Sigma – Aldrich) w temperaturze 

pokojowej przez 60 min., w celu zablokowania niespecyficznego wiązania się przeciwciał 

(szczegółowe warunki reakcji dla poszczególnych białek podano w tabeli 1). Następnie błonę 

inkubowano przez noc w temperarturze 4°C w roztworze zawierającym odpowiednie 

przeciwciało pierwszorzędowe. Nadmiar przeciwciała odpłukiwano 3-krotnie przez 10 minut 

w odpowiednim buforze, a następnie błonę inkubowano 1 godz. w roztworze drugorzędowego 

przeciwciała sprzężonego z peroksydazą chrzanową. Niezwiązane specyficznie przeciwciała 

usuwano płucząc błony 3-krotnie przez 10 min w odpowiednim buforze. Następnie błonę 

poddawano reakcji chemiluminescencyjnej przy użyciu zestawu firmowego ECL (Western 

Blotting Substrate, Thermo Scientific) i obrazowano naświetlając światłoczuły film (Roche 

Diagnostics). Klisze poddawano analizie densytometrycznej przy pomocy oprogramowania 

TotalLab v1.11. Błony wykorzystane uprzednio inkubowano 30 min. w roztworze 1% SDS i 

50mM glicyny-HCl, pH 2,0 w celu odmycia związanych przeciwciał i płukano 3 x 15 min w 

TBS-Tween, po czym używano do kolejnych oznaczeń immunochemicznych.  
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Oznaczane 

białko  
 

Gęstość 

żelu  

Bufor  Blokowanie  Przeciwciało  

I-rzędowe  

Przeciwciało II-

rzędowe  

 

AIF-frakcja 

mitochondrialna  

 

10% TBS-

Tween 

(TBS-T)   

1 godz. w 

temp. 

pokojowej w 

5% mleku w 

TBS-T 

Mysie, monoklonalne, 

przeciw AIF, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., 1:250 w 

5% mleku w TBS-T, noc w 

4◦C 

1:4000 w 5% mleku w 

TBS-T 1 godz. w temp. 

pokojowej. Wynik analizy 

densytometrycznej 

normalizowanej względem 

β- aktyny.  

 

 

Akt  10% TBS-

Tween 

(TBS-T) 

1 godz. w 

temp. 

pokojowej w 

5% BSA w 

TBS-T 

Królicze poliklonalne, 

przeciw Akt, Cell Signalling 

Technology, 1:750 w 5% 

BSA w TBS-T noc w 4◦C 

1:4000 w 5% mleku w 

TBS-T 1 godz. w temp. 

pokojowej. Wynik analizy 

densytometrycznej 

normalizowanej względem 

GAPDH 

pAkt  10% TBS-

Tween 

(TBS-T) 

1 godz. w 

temp. 

pokojowej w 

5% BSA w 

TBS-T 

Królicze poliklonalne, 

przeciw Akt (pSer473), Cell 

Signalling Technology, 1:750 

w 5% BSA w TBS-T noc w 

4◦C 

1:4000 w 5% mleku w 

TBS-T 1 godz. w temp. 

pokojowej. Wynik analizy 

densytometrycznej 

normalizowanej względem 

GAPDH 

GSK3beta Ser9  10% TBS-

Tween 

(TBS-T)   

30 min w 

temp. 

pokojowej w 

5% mleku w 

TBS-T 

Mysie, monoklonalne, 

przeciw GSK3beta Ser9, 

Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., 1:250 w TBS-T noc w 

temp. pokojowej  

1:4000 w 5% mleku w 

TBS-T 1 godz. w temp. 

pokojowej. Wynik analizy 

densytometrycznej 

normalizowanej względem 

GAPDH.  

 

pBAD 15% TBS-

Tween 

(TBS-T)   

30 min w 

temp. 

pokojowej w 

5% mleku w 

TBS-T 

Mysie, monoklonalne, 

przeciw pBAD, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., 1:250 w 

TBS-T noc w temp. 

pokojowej oraz królicze 

poliklonalne Cell Signalling 

Technology 1:250 w 5% BSA 

w TBS-T noc w 4◦C 

1:4000 w 5% mleku w 

TBS-T 1 godz. w temp. 

pokojowej. Wynik analizy 

densytometrycznej 

normalizowanej względem 

GAPDH.  

BAD 15% TBS-

Tween 

(TBS-T)   

1 godz. w 

temp. 

pokojowej w 

5% mleku w 

TBS-T 

Królicze, poliklonalne, 

przeciw BAD, Santa Cruz 

Bio-technology, Inc., 1:250 w 

TBS-T noc w 4◦C 

1:4000 w 5% mleku w 

TBS-T 1 godz. w temp. 

pokojowej. Wynik analizy 

densytometrycznej 

normalizowanej względem 

GAPDH.  

Bcl-2  15% TBS-

Tween 

(TBS-T)   

30 min w 

temp. 

pokojowej w 

5% mleku w 

TBS-T 

Królicze, poliklonalne, 

przeciw Bcl-2  

Sigma-Aldrich 1:250-500 w 

TBS-T noc w 4◦C 

1:4000 w 5% mleku w 

TBS-T 1godz. w temp. 

pokojowej. Wynik analizy 

densytometrycznej 

normalizowanej względem 

GAPDH.  

 

Sphk1  10%  TBS-

Tween 

(TBS-T) 

1 godz. w 

temp. 

pokojowej w 

5% BSA w 

TBS-T 

Królicze, poliklonalne, 

przeciw Sphk1, Cell 

Signalling Technology, 1:500 

w 5% BSA w TBS-T noc w 

4◦C 

1:4000 w 5% mleku w 

TBS-T 1 godz. w temp. 

pokojowej. Wynik analizy 

densytometrycznej 

normalizowanej względem 

GAPDH 
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GAPDH  10%-

15% 

TBS-

Tween 

(TBS-T)   

1 godz. w 

temp. 

pokojowej w 

5% mleku w 

TBS-T 

Królicze, poliklonalne 

przeciw GAPDH, Sigma-

Aldrich, 1:40000-10000 w 

5% mleku w TBS-T noc w 

4◦C lub 3-4 godz. w temp. 

pokojowej  

1:4000 w 5% mleku w 

TBS-T 1 godz. w temp. 

pokojowej 

Aktyna  10% TBS-

Tween 

(TBS-T)   

1 godz. w 

temp. 

pokojowej w 

3% mleku w 

TBS-T 

Mysie, monoklonalne, MP 

Biomedicals, 1:500 w 3% 

mleku w TBS-T noc w 4◦C 

lub 3-4 godz. w temp. 

pokojowej   

1:4000 w 3% mleku w 

TBS-T 1 godz. w temp. 

pokojowej  

 

Tabela 1. Warunki reakcji immunochemicznej dla poszczególnych oznaczeń  

TBS-Tween – bufor Tris o składzie 50mM Tris pH 7,6, 150mM NaCl, 0,1% Tween-20. 

BSA - albumina z surowicy bydlęcej.  
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Analiza ekspresji genów  

Izolacja RNA  

Całkowite RNA izolowano z komórek w warunkach sterylnych używając odczynnika  

TRI-reagent (Sigma – Aldrich). Komórki rosnące na szalkach o średnicy 10cm płukano 

dwukrotnie buforem PBS, a następnie zawieszano w 1ml odczynnika TRI-reagent i 

odstawiano na 5 minut. Następnie, do 1ml homogenatu dodawano 200μl chloroformu, 

energicznie mieszano przez 15 sekund i pozostawiano na 15 min. w temperaturze pokojowej i 

wirowano przy obrotach 12000 x g przez 10 min. w temperaturze 4°C. Górną fazę wodną 

zawierającą RNA przenoszono do nowej probówki, dodawano 500μl zimnego izopropanolu, 

delikatnie mieszano, pozostawiano na 5 min. w temperaturze pokojowej i wirowano przez 10 

min. przy obrotach 12000 x g w temperaturze 4°C. Osad przemywano trzykrotnie 1ml 75% 

etanolu. Po kilkuminutowym odparowaniu etanolu z próbek, osad RNA zawieszano w 20μl 

wody pozbawionej RNAz (RNaze-free, Ambion). Następnie mierzono ilość otrzymanego 

RNA metodą spektrofotometryczną w aparacie NanoDrop (Thermo Scientific) przy długości 

fali 260nm, oraz zanieczyszczenie RNA białkami i DNA przy długości fali 280nm. Stosunek 

OD260/OD280 wynosił od 1,7 do 2,0. W celu oczyszczenia wyizolowanego wcześniej 

mRNA z pozostałości DNA komórkowego do probówek 1,5ml przenoszono 1μg mRNA i 

uzupełniano odczynnikami do trawienia DNA firmy Sigma – Aldrich do 10μl. Po 

przygotowaniu mieszaninę reakcyjną inkubowano 15 min. w temperaturze 25ºC. Następnie 

dodano 1μl odczynnika zatrzymującego reakcję (Stop solution) i dalej prowadzono inkubację 

przez 10 min. w temperarurze 70ºC. Po zakończeniu reakcji próbki przenoszono do lodu. 

Reakcja odwrotnej transkrypcji  

Całkowite wyizolowane RNA (1μg) było matrycą dla działania odwrotnej transkryptazy. W 

reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymywano DNA komplementarne (cDNA) do mRNA. 

Reakcję odwrotnej transkrypcji przeprowadzano przy użyciu zestawu odczynników firmy 

Applied Biosystems w końcowej objętości 20μl.  
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Reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real-time PCR)  

Zmiany poziomu mRNA genów kodujących białka z rodziny Bcl-2 (Bax, Hrk, Bcl-2), kinazy 

sfingozyny typu 1 i 2, liazy dla S1P i fosfatazy S1P (SPP1), receptorów dla S1P (S1PR1 i 

S1PR3), mt SOD i GPx-4 oraz β-aktyny analizowano za pomocą reakcji PCR w czasie 

rzeczywistym. Na matrycy cDNA uzyskanej z 1µg RNA przeprowadzono reakcję PCR w 

czasie rzeczywistym przy użyciu odpowiednich sond Taq-Man (Applied Biosystems):   

actb Hs99999903_m1, bax Hs00180269_m1, bcl-2 Hs00608023_m1, hrk Hs02621354 _ s1, 

gpx4 Hs0098 9766 _ g1, sod 2 Hs00167309_m1, sphk1 Hs01116530_g1, sphk2 

Hs01016543_g1, s1pr1 Hs01922614_s1, s1pr3 Hs00245464_s1, sgpl1 Hs00187407_m1, 

sgpp1 Hs00229266_m1.  

Poziom mRNA wyrażano jako względny stosunek próbki badanej do próbki referencyjnej 

(kalibratora), po uprzedniej normalizacji obydwu względem genu referencyjnego (ACTB). 

Reakcję PCR wykonywano przy pomocy aparatu ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems). 

Względny poziom mRNA obliczono metodą ΔΔCt.  

Oznaczanie apoptozy komórek in vitro metodą mikroskopii 

fluorescencyjnej 

Apoptozę wykrywano przy użyciu barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33342 (Riedel-de-

Haën Germany). Barwienie jąder komórkowych za pomocą tego barwnika pozwala na 

wizualizację kondensacji i agregacji DNA charakterystycznych dla apoptozy. Wybarwione 

jądra analizowano w mikroskopie fluorescencyjnym Olympus IX71 i fotografowano z 

użyciem kamery cyfrowej Olympus U-CMAD3 zintegrowanej z mikroskopem przy długości 

fali pobudzającej 340nm i emitowanej 510nm przy użyciu 40-krotnego powiększenia. 

Statystyczne opracowanie wyników  

Każde oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtórzeniach. Za ostateczny wynik 

przyjmowano wartość średnią ± błąd standardowy średniej (SEM) obliczone z 

indywidualnych pomiarów (średnich z powtórzeń). W celu ustalenia wiarygodności 

zaistniałych różnic w badaniach porównawczych, wartości z poszczególnych eksperymentów 

weryfikowano testem t-Studenta i jednoczynnikową analizą wariancji (ANOVA) z użyciem 

testu porównań wielokrotnych Newmana-Keuls’a. Wyniki uznawano za znamienne 

statystycznie przy poziomie istotności p poniżej 0,05.
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Wyniki  

Wpływ egzogennego C2-ceramidu na przeżywalność komórek SH-SY5Y i 

indukcję stresu oksydacyjnego 

Badania rozpoczęto od analizy przeżywalności komórek SH-SY5Y w warunkach 24 godz. 

inkubacji z C2-ceramidem w zakresie stężeń od 10-50μM. Wykazano zależne od stężenia 

ceramidu obumieranie komórek SH-SY5Y, które w stężeniu 25µM wynosiło 62% ±2,34 SEM 

w stosunku do kontroli (100%) (stężenie to zostało wybrane do kolejnych doświadczeń, 

Rycina 1a). Komórki SH-SY5Y poddane były również działaniu nieaktywnego  

C2-dihydroceramidu (Rycina 1b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 1. Wpływ C2-ceramidu (a) i C2-dihydroceramidu (b) na przeżywalność komórek SH-SY5Y 

Komórki SH-SY5Y inkubowano odpowiednio z 10,25 i 50µM C2-ceramidem i C2-dihydroceramidem przez  

24 godz. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ±SEM z trzech niezależnych doświadczeń od czerech do 

sześciu powtórzeń. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a 

następnie test porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w 

stosunku do komórek kontrolnych.  

 

W celu zbadania zdolności C2-ceramidu do indukcji stresu oksydacyjnego w komórkach  

SH-SY5Y badano wpływ tego związku na poziom wolnych rodników, poprzez pomiar 

utleniania sondy dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA). Stwierdzono zależny od stężenia 

C2-ceramidu wzrost poziomu wolnych rodników w komórkach SH-SY5Y, który w stężeniu 

25µM wynosił 260% ± 40,34 SEM w stosunku do kontroli (100%) (Rycina 2a). Nieaktywny  

C2-dihydroceramid nie powodował wzrostu poziomu wolnych rodników (Rycina 2b). W 

kolejnym doświadczeniu stwierdzono, że ceramid powoduje wzrost aktywności  

dehydrogenazy mleczanowej, co jest miarą cytotoksyczności tego związku (Rycina 3). 

 

 

a b 
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Rycina 2. Wpływ C2-ceramidu (a) i C2-dihydroceramidu (b) na indukcję stresu oksydacyjnego w komórkach 

SH-SY5Y 
Komórki SH-SY5Y inkubowano odpowiednio z 10,25 i 50µM C2-ceramidem i C2-dihydrocermiadem przez  

24 godz. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ±SEM z trzech niezależnych doświadczeń w trzech 

powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a 

następnie test porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001, **p<0,01 – różnica istotna statystycznie 

w stosunku do komórek kontrolnych.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 3. Oznaczanie stopnia cytotoksyczności C2-ceramidu za pomocą testu LDH  
Komórki SH-SY5Y inkubowano odpowiednio z 25µM C2-ceramidem przez 24 godz. Każdy wynik stanowi 

średnią arytmetyczną ±SEM z trzech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny statystycznej 

wyników zastosowano test-t Studenta, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

kontrolnych.  
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Do głównych enzymów antyoksydacyjnych usuwających wolne rodniki należą dysmutaza  

ponadtlenkowa (SOD, EC 1.15.1.1), katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) i peroksydaza glutationowa 

(GPx, EC 1.11.1.9). W dalszej kolejności zbadano wpływ C2-ceramidu na ekspresję 

mitochondrialnej izoformy dysmutazy ponadtlenkowej (mtSOD) oraz peroksydazy 

wodoronadtlenków fosfolipidowych (GPx-4) występującej w mitochondriach i cytoplazmie. 

Po 3 godz. inkubacji komórek SH-SY5Y z C2-ceramidem zaobserwowano wzrost ekspresji 

wyżej wymienionych enzymów antyoksydacyjnych (Rycina 4a, b).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 4. Wpływ C2-ceramidu na ekspresję genów dla mtSOD oraz GPx-4   

Komórki SH-SY5Y inkubowane były przez 3 godz. z C2-ceramidem. Wykresy przedstawiają poziom ekspresji 

genów badany metodą PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest względem β-aktyny z trzech do 

czerech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach ±SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

test-t Studenta, **p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych.  
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Zbadanie roli polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP-1) w mechanizmie śmierci 

komórek SH-SY5Y 

Jak wspomniano we wstępie, nadmierna aktywacja PARP-1 w wyniku stresu oksydacyjnego 

może powodować śmierć komórki. Ponadto, PAR jest molekułą sygnalizacyjną, której 

związanie się z błoną mitochondrialną może prowadzić do wypływu AIF z mitochondriów i 

śmierci komórki na drodze niezależnej od kaspaz. Wiadomo również, że PARP-1 jest 

klasycznym substratem kaspazy-3. Aktywacja tego enzymu skutkuje pojawianiem się 

produktów degradacji PARP-1. W związku z tym zbadano wpływ inhibitora kaspaz  

(Z-VAD-FMK) na przeżywalność komórek SH-SY5Y traktowanych C2-ceramidem. 

Stwierdzono, że inhibitor ten nie poprawiał żywotności komórek SH-SY5Y po inkubacji z 

C2-ceramidem. W badaniach jako pozytywną kontrolę zastosowano staurosporynę, która 

aktywuje kaspazę-3 i prowadzi do cięcia PARP-1 (Rycina 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Rycina 5. Wpływ inhibitora  Z-VAD-FMK na przeżywalność komórek SH-SY5Y w warunkach stresu 

oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu 

Komórki SH-SY5Y poddawane były 2 godzinnej pre-inkubacji z 20µM inhibitorem Z-VAD-FMK, a następnie 

traktowane C2-ceramidem i staurosporyną (100nM) przez 24 godz. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną 

±SEM z trzech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, 

***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 
###

p<0,001 – różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek traktowanych staurosporyną.  
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W związku z powyższym w dalszej kolejności zbadano wpływ zahamowania aktywności 

PARP-1 na przeżywalność komórek SH-SY5Y i poziom wolnych rodników w warunkach 

inkubacji z C2-ceramidem. Stwierdzono, że podanie samego inhibitora PARP-1 (PJ-34) 

powodowało obniżenie przeżywalności komórek SH-SY5Y. Zastosowanie inhibitora PARP-1 

w warunkach inkubacji z C2-ceramidem powodowało zmniejszenie poziomu wolnych 

rodników oraz znamiennie zwiększało przeżywalność komórek (Rycina 6a, b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 6. Wpływ inhibitora PARP-1 (PJ-34) na przeżywalność komórek SH-SY5Y (a) oraz poziom wolnych 

rodników (b) w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu 

Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z 20µM inhibitorem PARP-1 (PJ-34), a następnie 

traktowane C2-ceramidem przez 24 godz. Dla wykresu a każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ±SEM z 

trzech niezależnych doświadczeń od czterech do sześciu powtórzeń. Dla wykresu b każdy wynik stanowi średnią 

arytmetyczną ±SEM z trzech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych Newmana-

Keulsa, ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 
###

p<0,001, 
##

p<0,01 – 

różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych C2-ceramidem.  

 

Następnie uzyskane wyniki pokazały, że inkubacja komórek z C2-ceramidem przez 24 godz. 

powoduje prawie dwukrotny wzrost aktywności PARP-1 (Rycina 6c). Badanie 

immunoreaktywności PAR metodą western blot, po wcześniejszym przeprowadzeniu reakcji 

z βNAD
+
, wykazało wyraźnie zwiększoną zdolność do syntezy PAR pod wpływem stresu 

oksydacyjnego wywołanego ceramidem. Po 12 godz. inkubacji komórek z C2-ceramidem 

immunoreaktywność PAR wynosiła 170% w stosunku do kontroli (100%) (Rycina 6d). 

Wyniki pokazują spadek immunoreaktywności białka AIF we frakcji mitochondrialnej po 12 

godz. inkubacji z C2-ceramidem (Rycina 6e). W dalszej kolejności w związku z 

zaobserwowanym spadkiem poziomu białka AIF we frakcji mitochondrialnej oraz wzrostem 

immunoreaktywności PAR w komórkach SH-SY5Y, zbadano wpływ inhibicji PARP-1 na 

poziom AIF w mitochondriach. Do doświadczeń użyty został selektywny inhibitor PARP-1 

a b 
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(PJ-34). Analiza western blot wykazała, że podanie inhibitora PJ-34 zapobiega obniżeniu 

poziomu białka AIF we frakcji mitochondrialnej w komórkach SH-SY5Y (Rycina 6e).  
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Rycina 6c. Wpływ C2-ceramidu na aktywność PARP-1 
Aktywność PARP-1 mierzono w homogenacie komórkowym po 24 godz. inkubacji z C2-ceramidem metodą 

radiochemiczną. Wyniki wyrażone w pmol/mg białka/min w % kontroli stanowią średnią arytmetyczną ±SEM z 

trzech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano test-t 

Studenta, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Rycina 6d. Wpływ C2-ceramidu na immunoreaktywność PAR 

Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem GAPDH, który stanowi średnią 

arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń ±SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano test-t 

Studenta, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych. Obok wykresu 

zamieszczono przykładowy wynik western blot.  
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Rycina 6e. Wpływ C2-ceramidu i zahamowania aktywności PARP-1 na immunoreaktywność białka AIF we 

frakcji mitochondrialnej  
Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z 20µM inhibitorem PARP-1 (PJ-34), a następnie 

traktowane C2-ceramidem przez 12 godz. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej 

względem β-aktyny, który stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń ±SEM. 

Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test 

porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

kontrolnych, 
##

p<0,01 – różnica istotna statystycznie względem komórek traktowanych C2-ceramidem. Obok 

wykresu zamieszczono przykładowy wynik western blot. 

 

Dane literaturowe wskazują, że w śmierć komórek na drodze zależnej od PARP-1 

zaangażowane są również kinazy białkowe. Mogą one bezpośrednio wpływać na fosforylację 

PARP-1 powodując tym samym wzrost aktywności tego enzymu. Dlatego też, w kolejnych 

doświadczeniach w warunkach stresu oksydacyjnego i wzmożonej aktywności PARP-1 

przebadane zostały inhibitory: kinaz regulowanych sygnałem zewnątrzkomórkowym 

(ERK1/2, U0126) oraz kinazy białkowej C (PKC, GF109203x). Badania wskazują również, 

że inhibicja PARP-1 wpływa na zahamowanie aktywności kinazy JNK. W związku z tym w 

warunkach podwyższonej aktywności PARP-1 może dochodzić do aktywacji kinazy JNK, 

która może być włączona w transdukcję sygnału apoptotycznego. Dlatego też w warunkach 

inkubacji komórek SH-SY5Y z C2-ceramidem został użyty inhibitor kinazy JNK (SP600125). 

Uzyskane wyniki wykazały pozytywny wpływ inhibitorów kinaz: ERK1/2 oraz JNK, które 

działały protekcyjnie zwiększając przeżywalność komórek SH-SY5Y po inkubacji z  

C2-ceramidem (Rycina 7). 

AIF 62 kDa 

β-aktyna 45kDa   

K C2 PJ-34 + C2 
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Rycina 7. Wpływ inhibitora kinazy ERK1/2, inhibitora kinazy PKC oraz inhibitora kinazy JNK na 

przeżywalność komórek SH-SY5Y w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu  

Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z 1µM inhibitorem kinazy ERK1/2 (U0126), 1µM 

inhibitorem kinazy PKC (GF 109203X) oraz 5µM inhibitorem kinazy JNK (SP600125), a następnie traktowane 

C2-ceramidem przez 24 godz. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ±SEM z trzech niezależnych 

doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę 

wariancji ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa,  ***p<0,001 – różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 
#
p<0.05 –róznica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

traktowanych C2-ceramidem.  
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Rola szlaku przekaźnictwa sygnału PI3-K/Akt/GSK3β w zależnej od  

PARP-1/PAR/AIF śmierci komórek SH-SY5Y  

W celu zbadania zaangażowania ścieżki sygnalizacyjnej związanej z kinazą  

3-fosfatydyloinozytolu (PI3-K) na przeżycie komórek SH-SY5Y traktowanych  

C2-ceramidem, został użyty specyficzny inhibitor PI3-K (LY294002). Do określenia 

żywotności komórek użyto testu MTT, który wykazał, że zahamowanie ścieżki PI3-K 

powoduje znamienne obumieranie komórek, ale nie wpływa dodatkowo na obniżenie 

przeżywalności komórek w warunkach hodowli w obecności C2-ceramidu. Zgodnie z 

wcześniejszymi wynikami inhibitor PARP-1 wpływał na poprawę przeżywalności komórek 

SH-SY5Y w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego przez C2-ceramid. Zahamowanie 

PI3 kinazy w tych warunkach znosiło ten pozytywny efekt wskazując, że szlak PI3-K/Akt 

odgrywa istotne znaczenie w cytoprotekcyjnym działaniu inhibitora PARP-1 (Rycina 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 8. Wpływ inhibitorów: PI3-K oraz PARP-1 na przeżywalność komórek SH-SY5Y w warunkach stresu 

oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu  
Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z: LY294002 50µM i PJ-34 20µM, a następnie 

traktowane C2-ceramidem przez 24 godz. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową 

analizę wariancji ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 – różnica 

istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 
###

p<0,001 –  różnica istotna statystycznie w stosunku 

do komórek traktowanych C2-ceramidem, ns – nieistotne statystycznie w stosunku do komórek traktowanych  

C2-ceramidem, 
$
p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych  

C2-ceramidem+PJ-34 i PJ-34+LY294002+C2-ceramid.  
 

Serynowo-treoninowa kinaza Akt, która jest głównym efektorem PI3 kinazy odpowiada za 

fosforylację wielu białek związanych z regulacją takich procesów komórkowych jak: 

transkrypcja, metabolizm, apoptoza czy proliferacja. Wszystkie izoformy kinazy Akt (Ak1, 

Akt2 i Akt3) wymagają aktywacji poprzez fosforylację reszt seryny w pozycji 473 obecnej w 
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C-terminalnej domenie regulatorowej i treoniny w pozycji 308 znajdującej się w domenie 

kinazowej. W dalszej kolejności zbadano więc wpływ C2-ceramidu na fosforylację kinazy 

Akt (Ser 473). Stwierdzono, że C2-ceramid powoduje obniżenie fosforylacji kinazy Akt po 

krótkotrwałej 3 godz. inkubacji, przyczyniając się w ten sposób do zahamowania jej 

aktywności (Rycina 9). Dane literaturowe wskazują, że zastosowanie inhibitorów PARP-1 

wpływa na wzrost fosforylacji i tym samym aktywności kinazy Akt. Dlatego w kolejnych 

doświadczeniach zbadano wpływ zahamowania aktywności PARP-1 poprzez zastosowanie 

inhibitora PJ-34 na fosforylację kinazy Akt. Inhibitor PARP-1 wykazuje działanie 

protekcyjnie poprzez wzrost fosforylacji kinazy Akt w komórkach SH-SY5Y traktowanych 

C2-ceramidem po 3 godz. (Rycina 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 9. Wpływ C2-ceramidu i zahamowania aktywności PARP-1 na immunoreaktywność kinazy pAkt i Akt.   

Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20µM, a następnie traktowane  

C2-ceramidem przez 3 godz. Immunoreaktywność wymienionych białek badano metodą western blot w 

homogenacie komórkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem 

GAPDH, który stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń ±SEM. 

Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test 

porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

kontrolnych, 
###

p<0,001 –  różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych C2-ceramidem. 

Obok wykresu zamieszczono przykładowy wynik western blot. 
 

Jak wiadomo badania ostatnich lat wskazały na udział PI3-K/Akt w fosforylacji i w wyniku 

tego procesu obniżeniu aktywności kinazy syntazy glikogenu 3β (GSK3β). Uzyskane wyniki 

wskazują, że C2-ceramid poprzez hamowanie PI3-K/Akt powoduje obniżenie fosforylacji 

GSK3β na serynie 9 doprowadzając tym samym do wzrostu jej aktywności (Rycina 10). 

Akt (pSer473) 60 kDa 

Akt 60 kDa 

K C2 PJ-34 

+ C2 
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Rycina 10. Wpływ C2-ceramidu na immunoreaktywność formy ufosforylowanej (Ser9) białka GSK3β 
Komórki SH-SY5Y inkubowano z C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywność formy 

ufosforylowanej(Ser9) białka GSK3β badano metodą western blot w homogenacie komórkowym. Wykres 

przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem GAPDH, który stanowi średnią 

arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń ±SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano test-t 

Studenta, *p<0.05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych. Obok wykresu 

zamieszczono przykładowy wynik western blot. 
 

Jednym z białek efektorowych fosforylowanych przez Akt jest pro-apoptotyczne białko Bad. 

Fosforylacja białka Bad na Ser 136 powoduje jego związanie się z białkiem adaptorowym  

14-3-3, sekwestrację w cytoplazmie i zahamowanie pro-apoptotycznego działania. W wyniku 

24 godz. inkubacji komórek SH-SY5Y z C2-ceramidem zaobserwowano spadek fosforylacji 

białka Bad wynikający z zahamowania aktywności kinazy Akt. Protekcyjnie działanie 

inhibitora PJ-34 obserwuje się również we wzroście fosforylacji białka Bad (Rycina 11).  
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Rycina 11. Wpływ C2-ceramidu i zahamowania aktywności PARP-1 na immunoreaktywność białek pBad i 

Bad.  
Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20µM, a następnie traktowane 

 C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywność wymienionych białek badano metodą western blot w 

homogenacie komórkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem 

GAPDH, który stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń ±SEM. 

Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test 

porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, **p<0,01 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

kontrolnych, 
###

p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych C2-ceramidem. 

Obok wykresu zamieszczono przykładowy wynik western blot. 
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Analiza wpływu zahamowania aktywności PARP-1 na ekspresję 

genów/immunoreaktywność dla pro- i anty-apoptotycznych białek z rodziny 

Bcl-2 

Białka z rodziny Bcl-2 odgrywają istotną rolę w szlaku apoptozy i są ważnymi regulatorami 

uwalniania z mitochondrium białek pro-apoptotycznych. W kolejnych doświadczeniach 

badano wpływ C2-ceramidu na ekspresję genów oraz immunoreaktywność dla białek  

pro- i anty-apoptotycznych z rodziny Bcl-2. Analiza PCR w czasie rzeczywistym wykazała 

wzrost ekspresji genu dla białka Bax w odpowiedzi na krótkotrwałą 3 godz. inkubację 

komórek SH-SY5Y z C2-ceramidem. Poziom mRNA dla białka Bax po zastosowaniu PJ-34 

nie ulegał istotnym zmianom w porównaniu do wartości obserwowanych po samym  

C2-ceramidzie (Rycina 12a). Kolejnym badanym pro-apoptotycznym białkiem było Hrk 

(DP5/harakiri). Po 3 godz. inkubacji komórek SH-SY5Y z C2-ceramidem zaobserwowano 

wzrost poziomu mRNA dla tego białka. Zastosowanie PJ-34 w znaczący sposób obniżało 

ekspresję genu dla białka Hrk (Rycina 12b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 12. Wpływ zahamowania aktywności PARP-1 na ekspresję genów dla pro-apoptotycznych białek z 

rodziny Bcl-2 (BAX i HRK) (a, b) w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu 

Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20µM, a następnie traktowane  

C2-ceramidem przez 3godz. Wykresy przedstawiają poziom ekspresji genów badany metodą PCR w czasie 

rzeczywistym, a wynik normalizowany jest względem β-aktyny z trzech do czerech niezależnych doświadczeń w 

trzech powtórzeniach ±SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji 

ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, **p<0,01, *p<0,05– różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 
##

p<0,01- różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

traktowanych C2-ceramidem.  
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Analiza metodą PCR w czasie rzeczywistym wykazała, że w odpowiedzi na C2-ceramid 

ekspresja genu dla anty-apoptotycznego białka Bcl-2 maleje po krótkotrwałej 3 godz. 

inkubacji komórek SH-SY5Y. Po 24 godz. inkubacji komórek SH-SY5Y z C2-ceramidem 

stwierdzono spadek immunoreaktywności białka Bcl-2. Badania wykazały, że inhibitor 

PARP-1 znacząco zwiększał poziom mRNA i immunoreaktywność anty-apoptotycznego 

białka Bcl-2 (Rycina 13a, b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 13. Wpływ C2-ceramidu, zahamowania aktywności PARP-1 na poziom mRNA (a) i 

immunoreaktywność białka Bcl-2 (b).  
a) Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20µM, a następnie traktowane  

C2-ceramidem przez 3godz. Wykresy przedstawiają poziom ekspresji genów badany metodą PCR w czasie 

rzeczywistym, a wynik normalizowany jest względem β-aktyny z trzech do czerech niezależnych doświadczeń w 

trzech powtórzeniach ±SEM 

b) Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20µM, a następnie traktowane  

C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywność białka Bcl-2 badano metodą western blot w homogenacie 

komórkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem GAPDH, który 

stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń ±SEM.  
Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test 

porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, **p<0,01,  *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do 

komórek kontrolnych, 
##

p<0,01, 
#
p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych 

C2-ceramidem.  

Obok wykresu zamieszczono przykładowy wynik western blot. 
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Bcl-2 26 kDa 

GAPDH 37 kDa 

K PJ-34+ C2 C2 

http://rcin.org.pl



Wyniki 

60 
 

kontrola  

Identyfikacja apoptozy w warunkach zahamowania aktywności PARP-1 i 

stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu  

Ocena żywotności komórek testem MTT nie pozwala wnioskować, czy obserwowany spadek 

liczby żywych komórek po podaniu C2-ceramidu, w porównaniu do kontroli jest 

spowodowany obumieraniem na drodze apoptozy, czy innym rodzajem śmierci. Dlatego 

przeprowadzono badania morfologii jąder komórkowych pod kątem cech apoptotycznych. 

Badania w mikroskopie fluorescencyjnym z użyciem barwnika Hoechst 33342 wykazały, że 

C2-ceramid powoduje wzrost liczby komórek apoptotycznych (Rycina 14b). Po 24 godz. 

inkubacji komórek SH-SY5Y z C2-ceramidem zaobserwowano zmiany morfologiczne 

charakterystyczne dla procesu apoptozy (kondensacja chromatyny, jądra pyknotyczne, 

fragmentacja chromatyny i tworzenie ciałek apoptotycznych) (Rycina 14a). Po zastosowaniu 

inhibitora PJ-34 zaobserwowano zmniejszenie liczby komórek apoptotycznych (Rycina 14a, 

b).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 14. Apoptoza wywołana C2-ceramidem i ochronne działanie inhibitora PARP-1 w komórkach  

SH-SY5Y po 24 godz. inkubacji 

a) Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20µM, a następnie traktowane  

C2-ceramidem przez 24 godz. Po 24 godz. ekspozycji komórek SH-SY5Y wykonano barwienie sondą 

fluorescencyjną Hoechst 33342. Przykładowe zdjęcia komórek barwionych sondą fluorescencyjną Hoechst 

33342. 

 

 

 

 

 

 

C2-ceramid PJ-34 + C2-ceramid   
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Rycina 14. Apoptoza wywołana C2-ceramidem i ochronne działanie inhibitora PARP-1 w komórkach  

SH-SY5Y po 24 godz. inkubacji 
b) Wartości zostały wyrażone w procentach komórek apoptotycznych. Przedstawione wyniki pochodzą z trzech 

doświadczeń w trzech powtórzeniach. Zdjęcia w mikroskopie fluorescencyjnym były wykonywane z dwóch pól 

widzenia, po czym policzono procent komórek apoptotycznych. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± 

SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test 

porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

kontrolnych, 
##

p<0,01– różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych C2-ceramidem.  
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Znaczenie megakanału mitochondrialnego oraz udział białka p53 w śmierci 

komórek SH-SY5Y indukowanej C2-ceramidem 

Do śmierci komórki może przyczynić się wiele mechanizmów molekularnych. Wpływ  

C2-ceramidu na zaburzenia funkcji mitochondriów oznaczano pośrednio z użyciem 

specyficznego inhibitora megakanałów mitochondrialnych – cyklosporyny A (CsA) za 

pomocą testu MTT. Zastosowanie CsA powodowało statystycznie znamienny wzrost 

przeżywalności komórek poddanych działaniu C2-ceramidu (Rycina 15a).  

Prezentowane wcześniej dane wskazują, że C2-ceramid jest induktorem stresu 

oksydacyjnego. Wysoki poziom wolnych rodników może prowadzić do aktywacji ścieżki 

sygnalizacyjnej zależnej od białka p53. Dane literaturowe pokazują również, że ceramidy i 

białko p53 współdziałają wzajemnie w indukcji procesu apoptozy. Dlatego też w dalszej 

kolejności zbadano efekt zahamowania białka p53 na przeżywalność komórek SH-SY5Y pod 

wpływem działania C2-ceramidu. Inhibitor białka p53 (pifinitryna-α) w sposób statystycznie 

znamienny zwiększał przeżywalność komórek (Rycina 15a). Oba związki obniżały również 

poziom wolnych rodników w warunkach działania C2-ceramidu (Rycina 15b). Badane 

związki nie miały wpływu na żywotność komórek SH-SY5Y w warunkach bez udziału  

C2-ceramidu (dane nieprezentowane).   

 

. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Rycina 15. Wpływ inhibitora: megakanału mitochondrialnego oraz białka p53 na przeżywalność komórek 

SH-SY5Y (a) oraz poziom wolnych rodników (b) w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem 

C2-ceramidu 

Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z: cyklosporyną 2µM, pifinitryną-α 20µM, 

a następnie traktowane C2-ceramidem przez 24 godz. Dla wykresu a każdy wyniki stanowi średnią arytmetyczną 

±SEM z trzech niezależnych doświadczeń od czerech do sześciu powtórzeń. Dla wykresu b każdy wyniki stanowi 

średnią arytmetyczną ±SEM z trzech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny statystycznej 

wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych 

Newmana-Keulsa, ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 

 
###

p<0,001, 
##

p<0,01, 
#
p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych  

C2-ceramidem. 

a b 
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Wpływ C2-ceramidu na enzymy metabolizujące S1P 

Jak zaznaczono we wstępie pracy kinazy sfingozyny odgrywają ważną rolę w utrzymaniu 

równowagi pomiędzy bioaktywnymi sfingolipidami takimi jak: ceramid i S1P. Dlatego też w 

kolejnym etapie zbadano wpływ C2-ceramidu na ekspresję, immunoreaktywność i aktywność 

kinaz sfingozyny. Wyniki wskazują, że C2-ceramid powoduje wzrost ekspresji kinazy 

sfingozyny typu 1 w wyniku krótkotrwałej 3 godz. inkubacji w komórkach SH-SY5Y (Rycina 

16a). W komórkach poddanych działaniu C2-ceramidu nie stwierdzono zmian w ekspresji 

kinazy sfingozyny typu 2 (Rycina 16b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 16. Wpływ C2-ceramidu na ekspresję genów dla kinazy sfingozyny 1 (a) i 2 (b)    

Komórki SH-SY5Y inkubowane były przez 3 godz. z C2-ceramidem. Wykresy przedstawiają poziom ekspresji 

genów badany metodą PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest względem β-aktyny z trzech do 

czerech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach ±SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

test-t Studenta, **p<0,001– różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych.  
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W przedstawionej pracy nie stwierdzono wpływu C2-ceramidu na immunoreaktywność 

Sphk1 w komórkach SH-SY5Y po 24 godz. inkubacji (Rycina 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 17. Wpływ C2-ceramidu na immunoreaktywność kinazy sfingozyny 1 

Komórki SH-SY5Y inkubowano z C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywność kinazy sfingozyny 1 badano 

metodą western blot w homogenacie komórkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej 

normalizowanej względem GAPDH, który stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń 

±SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano test-t Studenta. Obok wykresu zamieszczono przykładowy 

wynik western blot. 
 

W kolejnym etapie prac stwierdzono, że krótkotrwała 3 godz. jak i 24 godz. inkubacja 

komórek z C2-ceramidem powoduje spadek aktywności Sphk1. Wynik ten wskazuje, że w 

komórkach pod wpływem C2-ceramidu synteza endogennego pro-życiowego metabolitu S1P 

ulega najprawdopodobniej zmniejszeniu (Rycina 18). Wzrost poziomu mRNA dla Sphk1 po  

3 godz. sugeruje uruchomienie mechanizmów obronnych w komórce mających na celu 

dążenie do zwiększenia syntezy endogennego S1P.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 18. Wpływ C2-ceramidu na aktywność kinaz sfingozyny  

Komórki SH-SY5Y inkubowano z C2-ceramidem przez 3 godz. i 24 godz. Wykresy przedstawiają pomiar 

aktywności kinazy sfingozyny 1 wykonany metodą pomiaru fluorescencji z czerech niezależnych doświadczeń w 

dwóch powtórzeniach  ±SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano test-t Studenta, ***p<0,0001– 

różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych.  

GAPDH 37 kDa 

Sphk1 45 kDa 

K C2 
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Jak wcześniej zaznaczono poziom S1P w komórce jest regulowany przez fosfatazy S1P oraz 

liazę S1P. W przeprowadzonych doświadczeniach zaobserwowano, że C2-ceramid po 3 godz. 

inkubacji nie wpływa na poziom mRNA dla fosfatazy SPP1 oraz liazy S1P (SPPL) w 

komórkach SH-SY5Y (Rycina 19a, b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 19. Wpływ C2-ceramidu na ekspresję genów dla liazy S1P  (a) oraz fosfatazy SPP1 (b)     

Komórki SH-SY5Y inkubowane były przez 3 godz. z C2-ceramidem. Wykresy przedstawiają poziom ekspresji 

genów badany metodą PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest względem β-aktyny z trzech 

niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach ±SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano test-t 

Studenta.  
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Zbadanie roli egzogennego sfingozyno-1-fosforanu w stresie oksydacyjnym 

wywołanym C2-ceramidem 

W badanym modelu cytotoksycznego działania C2-ceramidu zastosowano  

sfingozyno-1-fosforan, który pełni funkcję pro-życiową. W przedstawionej pracy wykazano, 

że egzogenny sfinozyno-1-fosforan miał znamienne działanie protekcyjne, powodując 

zarówno zwiększenie przeżywalności komórek jak i zmniejszenie poziomu wolnych 

rodników w komórkach SH-SY5Y poddanych działaniu C2-ceramidu (Rycina 20a, b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 20. Wpływ S1P na przeżywalność komórek SH-SY5Y (a) oraz poziom wolnych rodników (b) w 

warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu 

Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z S1P 1µM, a następnie traktowane  

C2-ceramidem przez 24 godz. Dla wykresu a każdy wyniki stanowi średnią arytmetyczną ±SEM z trzech 

niezależnych doświadczeń od czerech do sześciu powtórzeń.  Dla wykresu b każdy wyniki stanowi średnią 

arytmetyczną ±SEM z trzech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych Newmana-

Keulsa, ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 
###

p<0,001 – różnica 

istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych C2-ceramidem.  

 

Sfingozyno-1-fosforan może działać jako przekaźnik pierwszego rzędu za pośrednictwem 

receptorów sprzężonych z białkami G w sposób autokrynny lub parakrynny. W celu 

zweryfikowania mechanizmu receptorowego działania S1P użyto antagonistów receptorów 

S1PR1 i S1PR3. Wyniki pokazują, że zastosowanie antagonistów receptorów dla S1P 

powodowało obniżenie protekcyjnego działania S1P, wskazując na udział szlaków 

przekaźnictwa aktywowanych przez te receptory (Rycina 21).  
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Rycina 21. Wpływ S1P oraz antagonistów receptorów dla S1P na przeżywalność komórek SH-SY5Y w 

warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu  
Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z:S1P 1µM, W123 20μM – antagonista receptora 

S1PR1, VPC 23019 1μM – antagonista receptorów S1PR1 i S1PR3, a następnie traktowane C2-ceramidem przez 

24 godz. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie 

test porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do 

komórek kontrolnych, 
###

p<0,001 –  różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych  

C2-ceramidem, 
$$$

p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych C2-ceramidem i 

S1P.  

 

W następnej kolejności w celu dalszego potwierdzenia pobudzenia przez egzogenny S1P 

szlaku zależnego od jego receptorów zbadano wpływ agonistów. Analiza przeżywalności 

wykazała, że podobny do S1P protekcyjny efekt wykazują agonista receptora S1PR1- 

SEW2871 oraz analog S1P – ufosforylowany fingolimod, pFTY720, który wiąże się z 

czterema receptorami dla S1P (S1PR1, S1PR3, S1PR4 i S1PR5) (Rycina 22).  
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Rycina 22. Wpływ agonisty receptora S1PR1 oraz analogu S1P na przeżywalność komórek SH-SY5Y w 

warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu 

Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z pFTY720 100pM oraz SEW2871 10µM, a 

następnie traktowane C2-ceramidem przez 24 godz. Każdy wyniki stanowi średnią arytmetyczną ±SEM z trzech 

niezależnych doświadczeń od trzech do czterech powtórzeń. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, 

***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 
###

p<0,001, 
#
p<0,05 – różnica 

istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych C2-ceramidem.  

 

Wyniki w przedstawionej pracy pokazują, że w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego 

C2-ceramidem dochodzi do spadku ekspresji genów dla receptorów S1PR1 i S1PR3 po 

krótkotrwałej 3 godz. inkubacji komórek SH-SY5Y (Rycina 23a, b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 23. Wpływ C2-ceramidu na ekspresję genów dla receptora S1PR1 (a) oraz S1PR3 (b)  

Komórki SH-SY5Y inkubowane były przez 3 godz. z C2-ceramidem. Wykresy przedstawiają poziom ekspresji 

genów badany metodą PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest względem β-aktyny z trzech 

niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach ±SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano test-t 

Studenta, *p<0,05.  

a b 
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Wpływ S1P na szlak przekaźnictwa sygnału zależnego od PI3-K/Akt w 

komórkach SH-SY5Y 

Zahamowanie PI3 kinazy w warunkach inkubacji komórek SH-SY5Y z S1P i C2-ceramidem 

znosiło pozytywny efekt działania S1P wskazując, że szlak PI3-K/Akt odgrywa istotne 

znaczenie w cytoprotekcji S1P (Rycina 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Rycina 24. Wpływ inhibitora PI3-K oraz S1P na przeżywalność komórek SH-SY5Y w warunkach stresu 

oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu.  
Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z: LY294002 50µM i S1P 1µM, a następnie 

traktowane C2-ceramidem przez 24 godz. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową 

analizę wariancji ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 – różnica 

istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 
###

p<0,001–  różnica istotna statystycznie w stosunku 

do komórek traktowanych C2-ceramidem, 
$
p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

traktowanych C2-ceramidem+S1P i S1P+LY294002+C2-ceramid.   
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W związku z powyższym w dalszej kolejności analizowano wpływ S1P oraz agonistów 

receptorów dla S1P- SEW 2871 oraz pFTY720 na aktywność kinazy Akt oraz fosforylację 

białka Bad. Stwierdzono wzrost aktywności tej kinazy oraz wzrost fosforylacji białka Bad co 

prawdopodobnie wynika z pobudzenia receptorów S1PR1 i S1PR3 (Rycina 25, 26).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 25. Wpływ C2-ceramidu, S1P, SEW2871 oraz pFTY720 na immunoreaktywność kinazy pAkt i Akt.  
Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z: S1P 1μM, SEW2871 10μM oraz pFTY720 

100pM, a następnie traktowane C2-ceramidem przez 3 godz. Immunoreaktywność wymienionych białek badano 

metodą western blot w homogenacie komórkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej 

normalizowanej względem GAPDH, który stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń 

±SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie 

test porównań wielokrotnych Newmana-Keuls, ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do 

komórek kontrolnych, 
###

p<0,001, 
#
p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych 

C2-ceramidem. Poniżej wykresu zamieszczono przykładowy wynik western blot. 
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Akt (pSer473) 60 kDa 
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Rycina 26. Wpływ C2-ceramidu i S1P na immunoreaktywność białek pBad i Bad.  
Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z S1P 1µM, a następnie traktowane 

 C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywność wymienionych białek badano metodą western blot w 

homogenacie komórkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem 

GAPDH, który stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń ±SEM. Do oceny statystycznej 

wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych 

Newmana-Keulsa, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 
#
p<0,05 – 

różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych C2-ceramidem. Obok wykresu zamieszczono 

przykładowy wynik western blot. 
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Analiza wpływu S1P na ekspresję genów/immunoreaktywność dla pro-i anty-

apoptotycznych białek z rodziny Bcl-2 

W przeprowadzonych badaniach wykazano, że S1P wywiera korzystne działanie powodując 

spadek ekspresji pro-apoptotycznego białka Hrk, nie wywiera natomiast wpływu na ekspresję 

białka Bax w porównaniu do wartości obserwowanych po samym C2-ceramidzie (Rycina 

27a, b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 27. Wpływ S1P na ekspresję genów dla pro-apoptotycznych białek z rodziny Bcl-2 (Hrk i Bax) (a, b) w 

warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem C2-ceramidu 

Komórki SH-SY5Y inkubowane były przez 3 godz. z wyżej wymienionymi związkami. Wykresy przedstawiają 

poziom ekspresji genów badany metodą PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest względem  

β-aktyny z trzech do czerech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach ±SEM. Do oceny statystycznej 

wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test porównań wielokrotnych 

Newmana-Keulsa, **p<0,01, *p<0,05– różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, 
##

p<0,01- różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych C2-ceramidem.  
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W następnej kolejności w mechanizmie protekcyjnego działania S1P stwierdzono wzrost 

ekspresji i immunoreaktywności anty-apoptotycznego białka Bcl-2 (Rycina 28a, b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 28. Wpływ C2-ceramidu oraz S1P na poziom mRNA (a) i immunoreaktywność białka Bcl-2 (b).  
a) Komórki SH-SY5Y inkubowane były przez 3 godz. z wyżej wymienionymi związkami. Wykresy przedstawiają 

poziom ekspresji genów badany metodą PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest względem  

β-aktyny z trzech do czerech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach ±SEM 

b) Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z  S1P 1µM, a następnie traktowane  

C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywność białka Bcl-2 badano metodą western blot w homogenacie 

komórkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem GAPDH, który 

stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń ±SEM.  

Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test 

porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, **p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do 

komórek kontrolnych, 
#
p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych  

C2-ceramidem. Poniżej wykresu zamieszczono przykładowy wynik western blot. 
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Identyfikacja apoptozy w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego 

działaniem C2-ceramidu z zastosowaniem S1P  

Badania w mikroskopie fluorescencyjnym z użyciem barwnika Hoechst 33342 wykazały, że 

S1P zmniejsza liczbę komórek apoptotycznych w warunkach inkubacji komórek SH-SY5Y z 

C2-ceramidem (Rycina 29a, b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 29. Apoptoza wywołana C2-ceramidem i ochronne działanie S1P w komórkach SH-SY5Y po 24 godz. 

inkubacji 
a) Komórki SH-SY5Y poddawane były 1 godzinnej pre-inkubacji z S1P 1µM, a następnie traktowane  

C2-ceramidem przez 24 godz. Po 24 godz. ekspozycji komórek SH-SY5Y wykonano barwienie sondą 

fluorescencyjną Hoechst 33342. Przykładowe zdjęcia komórek barwionych sondą fluorescencyjną Hoechst 

33342.  

b) Wartości zostały wyrażone w procentach komórek apoptotycznych. Przedstawione wyniki pochodzą z trzech 

doświadczeń w trzech powtórzeniach. Zdjęcia w mikroskopie fluorescencyjnym były wykonywane z dwóch pól 

widzenia, po czym policzono procent komórek apoptotycznych. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± 

SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA, a następnie test 

porównań wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

kontrolnych, 
##

p<0,01 – różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych C2-ceramidem.

C2-ceramid S1P + C2-ceramid   

b 

a 
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Dyskusja  

W prowadzonych przeze mnie badaniach koncentrowałam się na poznaniu jakie szlaki 

przekaźnictwa wewnątrzkomórkowego biorą udział w śmierci ludzkich komórek 

neuronalnych SH-SY5Y poddanych działaniu C2-ceramidu.  

Z dostępnych badań literaturowych wiadomo, że w mechanizmie obumierania 

komórek w wyniku działania krótko i długołańcuchowych ceramidów ważną rolę odgrywa 

stres oksydacyjny (Nikolova-Karakashian i Rozenova 2010), definiowany jako stan braku 

równowagi między produkcją i usuwaniem wolnych rodników (Sies 1985). Wolne rodniki w 

tym reaktywne formy tlenu, powstają w normalnym metabolizmie komórki. Ich stężenie 

utrzymywane jest na niskim poziomie poprzez kompensacyjne działanie mechanizmów 

antyoksydacyjnych (Głód i Strosznajder 2001, Dröge 2002). Jednak w sytuacjach 

patologicznych równowaga pomiędzy produkcją i usuwaniem wolnych rodników zostaje 

zachwiana i dochodzi do stresu oksydacyjnego, który powoduje uszkodzenia makromolekuł i 

prowadzi do zaburzeń w funkcjonowaniu komórki (Czapski i Strosznajder 2008, Schieber i 

Chandel 2014). Stres oksydacyjny obserwowany jest w ostrych (np., niedokrwienie, uraz), jak 

i w przewlekłych schorzeniach ośrodkowego układu nerwowego (np., choroba Alzheimera, 

Parkinsona) (Dröge 2002, Strosznajder i wsp., 2005a, Adamczyk i wsp., 2008, Gaki i 

Papavassiliou 2014). Wolne rodniki powstawać mogą m.in. w reakcjach enzymatycznych 

katalizowanych przez syntazy tlenku azotu, oksydazę NADPH i kompleksy łańcucha 

oddechowego (Głód i Strosznajder 2001, Dröge 2002, Ott i wsp., 2007, Dikalov 2011). 

Zmiany wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia mogą również być źródłem 

anionorodnika ponadtlenkowego poprzez aktywację fosfolipazy A2 (PLA2), co prowadzi w 

konsekwencji do zwiększonego uwalniania kwasu arachidonowego, który jest substratem dla 

cyklooksygenaz (COXs) i lipokygenaz (LOXs) (Phillis i wsp., 2006, Cąkała i Strosznajder 

2008). W celu stwierdzenia czy w badanym modelu dochodzi do wzrostu produkcji wolnych 

rodników przeprowadzono eksperymenty z wykorzystaniem wskaźnika fluorescencyjnego 

DCF. Zaobserwowano wzrost poziomu wolnych rodników po 24 godz. inkubacji komórek 

SH-SY5Y z C2-ceramidem. W przedstawionej pracy nie stwierdzono protekcyjnego działania 

inhibitorów: COXs (indometacyna), LOXs (zileuton, AA-861 oraz baikaleina) ani inhibitora 

oksydazy NADPH (apocynina) na przeżywalność komórek SH-SY5Y w warunkach inkubacji 

z C2-ceramidem (dane nie prezentowane). W związku z powyższym źródłem reaktywnych 

form tlenu w badanym modelu mogą być mitochondria. Wynika to z danych literaturowych, 

które pokazują, że C2-ceramid powoduje hamowanie kompleksów łańcucha transportu 
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elektronów I, III i IV (Gudz i wsp., 1997, Di Paola i wsp., 2000, Kogot-Levin i Saada 2014). 

W systemie obrony komórek przed stresem oksydacyjnym ważną rolę odgrywają enzymy 

antyoksydacyjne takie jak dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza glutationowa 

(Valko i wsp., 2007). Wyniki pokazują, że C2-ceramid powoduje wzrost ekspresji enzymów 

antyoksydacyjnych: mitochondrialnej izoformy dysmutazy ponadtlenkowej (mtSOD) oraz 

peroksydazy wodoronadtlenków fosfolipidowych (GPx-4) w komórkach SH-SY5Y, co może 

świadczyć o uruchomieniu w komórce mechanizmów obronnych przed stresem 

oksydacyjnym. Mechanizm regulacji enzymów antyoksydacyjnych przez C2-ceramid nie jest 

poznany. Z dostępnych danych literaturowych wynika, że ceramidy mogą powodować wzrost 

ekspresji wyżej wymienionych enzymów poprzez aktywację czynników transkrypcyjnych: 

NF-κB lub AP-1, jednakże hipoteza ta w badanym modelu wymaga weryfikacji (Mattson i 

wsp., 1997, Manna i wsp., 1998, Ayasolla i wsp., 2004, Won i Singh 2006).  

Jedną z hipotez nadającą kierunek badań tej rozprawy było założenie, że w 

mechanizmie toksycznego działania C2-ceramidu bierze udział enzym jądrowy PARP-1. Jak 

powszechnie wiadomo, wzrost aktywności tego enzymu jest jednym z najwcześniejszych i 

najczulszych wskaźników wolnorodnikowego uszkodzenia DNA. Otrzymane w tej pracy 

wyniki po raz pierwszy wskazują, że na skutek stresu oksydacyjnego indukowanego przez 

C2-ceramid dochodzi do aktywacji PARP-1. Stwierdzono również wzrost 

immunoreaktywności poli(ADP-rybozy) (PAR) i spadek poziomu białka AIF we frakcji 

mitochondrialnej. Wynik ten koresponduje z pracą Kim i wsp., (2007) w której 

zaobserwowano translokację białka AIF z mitochondrium do jądra komórkowego w 

warunkach inkubacji komórek SH-SY5Y z C2-ceramidem. W mojej pracy został przebadany 

także specyficzny inhibitor PARP-1 (PJ-34). Wykazano iż zastosowanie PJ-34 chroniło 

komórki SH-SY5Y przed obumieraniem oraz zmniejszało poziom wolnych rodników w 

warunkach stresu wywołanego C2-ceramidem. Wynik ten jest zgodny z innymi danymi 

literaturowymi, gdzie wykazano, że inhibitory PARP-1 w modelach niedokrwienia mózgu i 

serca zapobiegają nie tylko obniżeniu stężenia β-NAD
+
 i ATP, ale też zmniejszają 

wolnorodnikowe uszkodzenia lipidów i białek (Szabados i wsp., 2000, Halmosi i wsp., 2001). 

W badaniach własnych przeprowadzonych bez materiału biologicznego metodą redukcji 

rodnika DPPH mającego na celu stwierdzenie lub wykluczenie istnienia komponenty 

antyoksydacyjnej w działaniu PJ-34 wykazano, że stosowany związek nie wykazuje per se 

działania antyoksydacyjnego (dane niereprezentowane).  
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W przedstawionej pracy stwierdzono, że zahamowanie aktywności PARP-1 w znaczący 

sposób zapobiega spadkowi immunoreaktywności białka AIF we frakcji mitochondrialnej.  

Z badań literaturowych wynika, że produkt enzymatycznej reakcji PARP-1, PAR jest bardzo 

ważną molekułą sygnalizacyjną, która bierze udział w przekazywaniu informacji pomiędzy 

jądrem komórkowym a mitochondrium (Dawson i Dawson 2004, Otera i wsp., 2005, Yu i 

wsp., 2006, Wang i wsp., 2009, Fatokun i wsp., 2014). PAR, poprzez zmiany 

przepuszczalności błony mitochondrialnej, może być odpowiedzialny za uwalnianie białka 

AIF, co w konsekwencji może doprowadzać do apoptozy niezależnej od kaspaz (Yu i wsp., 

2006, Wang i wsp., 2009, 2011). 

Jak zostało zaznaczone we wstępie pracy białko AIF wydaje się być niezbędne do 

prawidłowej fosforylacji oksydacyjnej. Badania Vahsen i wsp., (2004) pokazują, że obniżona 

fosforylacja oksydacyjna w siatkówce i mózgu myszy Harlequin (Hq) może korelować ze 

spadkiem ekspresji białek, które wchodzą w skład podjednostek kompleksu I łańcucha 

oddechowego. Myszy Hq charakteryzują się postępującą ataksją i ślepotą spowodowaną 

degeneracją neuronów oraz obniżonym poziomem ekspresji białka AIF do 10-20% w 

porównaniu ze zwierzętami kontrolnymi (Vahsen i wsp., 2004). W badaniach prowadzonych 

przez Klein i wsp., (2002) stwierdzono, że niska ekspresja białka AIF u myszy Hq powoduje 

wzrost peroksydacji lipidów, aktywności katalazy i reduktazy glutationowej w badanych 

regionach mózgu.  

Zaobserwowano, że część komórek SH-SY5Y wykazuje zmiany morfologiczne 

charakterystyczne dla procesu apoptozy, takie jak kondensacja chromatyny, czy fragmentacja 

jądra komórkowego. Ze względu na brak ochronnego działania inhibitora pan kaspaz  

Z-VAD-FMK i wzrost aktywności PARP-1 można wykluczyć śmierć komórek SH-SY5Y na 

drodze zależnej od kaspaz. Istnieje jednak możliwość, że pozostałe komórki mogą obumierać 

na drodze autofagii, jak również nekrozy.  

Wyniki przedstawione przeze mnie pokazują protekcyjne działanie inhibitora p53 

(pifinitryna-α), co sugeruje udział tego białka w śmierci komórek SHSY5Y indukowanej 

przez C2-ceramid. Jak wcześniej wspomniano we wstępie rozprawy doktorskiej, szereg prac 

pokazuje współdziałanie ceramidu i białka p53 w programowanej śmierci komórek 

(Heffernan-Stroud i Obeid 2011, Hage-Sleiman i wsp., 2013). Zwiększenie aktywności p53 

wywołane przez stres oksydacyjny prowadzi do aktywacji procesów apoptozy w neuronach i 

innych typach komórek (Haupt i wsp., 2003, Wang i wsp., 2014). Uważa się, że PARP-1 jest 

odpowiedzialny za kontrolę poziomu białka p53 i regulację jego stabilności w komórce 

(Węsierska-Gądek i wsp., 1999). Białko p53 ulega poli(ADP-rybozylacji) zarówno w 

http://rcin.org.pl



Dyskusja 

78 
 

warunkach in vitro jak i in vivo, co uniemożliwia wiązanie tego białka ze specyficzną 

sekwencją DNA i hamuje jego aktywność transkrypcyjną (Simbulan-Rosenthal i wsp., 2001, 

Mendoza-Alvarez i Alvarez-Gonzalez 2001).  

Białko p53 może regulować proces apoptozy wpływając na ekspresję pro- i  

anty-apoptotycznych białek z rodziny Bcl-2 (Chipuk i wsp., 2004, Mihara i wsp., 2003, Chi i 

wsp., 2014, Wang i wsp., 2014). W niniejszej pracy zaobserwowano spadek ekspresji i 

immunoreaktywności anty-apoptotycznego białka Bcl-2 w warunkach inkubacji komórek  

SH-SY5Y z C2-ceramidem. Stwierdzono natomiast wzrost ekspresji pro-apoptotycznego 

białka Bax. Wynik ten koresponduje z wynikami pracy Kim i wsp., (2002) w której 

zaprezentowano, że C2-ceramid powoduje wzrost immunoreaktywności białka p53, któremu 

towarzyszy spadek poziomu białka Bcl-2 i wzrost poziomu pro-apoptotycznego białka Bax. 

Wykazano, że aktywacja ekspresji białka Bax wpływa na jego oligomeryzację, co w 

konsekwencji może skutkować zmianami interakcji białko-białko i zmianami fosforylacji, 

wpływając na translokację tego białka do mitochondriów (Czabotar i wsp., 2011, 2013). 

Białko Bax może wówczas tworzyć kanały w zewnętrznej błonie mitochondrialnej, co może 

prowadzić do uwolnienia m.in. białka AIF (Cabon i wsp., 2011). Ponadto w badaniach 

Siskind i wsp., (2003) stwierdzono, że C2-ceramid może tworzyć kanały w zewnętrznej 

błonie mitochondrialnej. Wykazano, że białko Bax współdziała z ceramidem powodując 

wzrost przepuszczalności błony mitochondrialnej (Kim i wsp., 2001, von Haefen i wsp., 2002, 

Ganesan i wsp., 2010).  

Reasumując wyniki w niniejszej pracy sugerują, że zaburzenie funkcji mitochondriów 

wywołane przez C2-ceramid, białko Bax i polimer PAR doprowadza do uwolnienia białka 

AIF z mitochondrium i apoptozy zależnej od PARP-1. Zwłaszcza, że podanie inhibitora 

megakanału mitochondrialnego – cyklosporyny A wywołało działanie ochronne prowadzące 

do zwiększenia przeżywalności komórek SH-SY5Y w warunkach inkubacji z C2-ceramidem. 

Ceramid może wpływać na anty-apoptotyczne białko Bcl-2 poprzez inny mechanizm. 

Wykazano, że aktywowana przez C2-ceramid fosfataza PP2A może defosforylować białko 

Bcl-2 na Ser 70, powodując utratę jego anty-apoptotycznych właściwości i zwiększając 

powinowactwo do białka p53 (Ruvolo i wsp., 1999, Deng i wsp., 2009). Liczne badania 

pokazują, że nadekspresja genu dla białka Bcl-2 w komórkach chroni przed apoptozą 

wywoływaną przez egzogenne ceramidy (Zhang i wsp., 1996, Kim i wsp., 2007, Deng i wsp., 

2009).  

Jedną z najważniejszych kinaz przyczyniającą się do przeżycia komórek jest 

serynowo-treoninowa kinaza Akt zwana także kinazą białkową B (PKB) . W przedstawionej 
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pracy zastosowanie inhibitora PI3 kinazy (LY-294002) pośredniczącej w przekazywaniu 

sygnału do Akt wraz z C2-ceramidem nie powodowało dalszego obumierania komórek w 

stosunku do komórek inkubowanych tylko z C2-ceramidem. Wynik ten wskazuje na udział 

PI3-K w procesie śmierci komórek SH-SY5Y. W kolejnych doświadczeniach wykazano, że 

C2-ceramid powoduje spadek fosforylacji kinazy Akt na Ser423, co sugeruje zahamowanie 

aktywności tej kinazy. Do chwili obecnej zostało zidentyfikowanych ponad 50 białek 

efektorowych dla kinazy Akt. Konsekwencją fosforylacji przez Akt tych białek może być ich 

inaktywacja, degradacja lub zmiana lokalizacji komórkowej. Stwierdzono, że zarówno pro- 

jak i anty-apoptotyczne białka z rodziny Bcl-2 są fosforylowane przez Akt. Jednym z takich 

białek jest Bad. Białko Bad łączy się z białkiem anty-apoptotycznym Bcl-XL i indukuje 

śmierć komórki (Datta i wsp., 1997). Fosforylacja białka Bad na Ser 136 powoduje jego 

związanie się z białkiem adaptorowym 14-3-3 i sekwestrację w cytoplazmie. W 

przedstawionej pracy wykazano, że C2-ceramid powoduje spadek fosforylacji białka Bad i 

uruchomienie jego pro-apoptotycznego działania, co jest konsekwencją zahamowania 

aktywności kinazy Akt. Jednym z białek efektorowych fosforylowanych przez Akt jest kinaza 

syntazy glikogenu 3 (GSK3β). Kinaza GSK3β posiada dwa miejsca fosforylacji, które 

regulują jej aktywność (seryna 9 i tyrozyna 216). Fosforylacja seryny 9 GSK3β przez Akt 

blokuje jej aktywność względem substratów, które wymagają wstępnej fosforylacji (Cohen i 

Frame 2001). Z przeprowadzonych w mojej pracy badaniach wynika, że C2-ceramid 

powoduje obniżenie fosforylacji GSK3β (Ser9), przyczyniając się w ten sposób do wzrostu 

aktywności tego enzymu, co jest kolejnym dowodem zahamowania aktywności kinazy Akt. 

Wyniki te są zgodne z pracami dostępnymi w piśmiennictwie, które przedstawiają 

zahamowanie kinazy Akt, wzrost aktywności GSK3β oraz spadek fosforylacji białka Bad w 

warunkach inkubacji komórek z C2-ceramidem (Zhou i wsp., 1998, Stoica i wsp., 2003, Kim 

i wsp., 2007, Lin i wsp., 2007, Arboleda i wsp., 2010).  

Badania ostatnich kilku lat wykazały istotną rolę GSK3β w śmierci komórek (Linseman i 

wsp., 2004, Lin i wsp., 2007). GSK3β fosforyluje serynę 163 białka pro-apoptotycznego Bax, 

co skutkuje jego translokacją do mitochondrów (Linseman i wsp., 2004).  

Wyniki przedstawione przeze mnie pokazują, że hamowanie aktywności PARP-1 

powoduje wzrost fosforylacji kinazy Akt w komórkach SH-SY5Y poddanych działaniu  

C2-ceramidu. Towarzyszy temu wzrost fosforylacji białka Bad i zahamowanie jego  

pro-apoptotycznego działania. Wcześniejsze prace również sugerują, że zastosowanie 

inhibitorów PARP-1 wpływa na wzrost fosforylacji i tym samym aktywności kinazy Akt 

(Tapodi i wsp., 2005, Noh i wsp., 2013, Song i wsp., 2013). Z badań przeprowadzonych przez 
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Noh i wsp., (2013) wynika, że w warunkach hipoksji w hodowli pierwotnych neuronów 

korowych dochodzi do wzrostu aktywności PARP-1 i do translokacji białka AIF do jądra 

komórkowego. Zastosowanie aktywatora PI3-K w cytowanych badaniach skutkowało 

obniżeniem aktywności PARP-1 do poziomu kontrolnego i spadkiem poziomu białka AIF we 

frakcji cytozolowej i jądrowej. Autorzy sugerują, że może to wynikać ze wzrostu aktywności 

pro-życiowej kinazy Akt (Noh i wsp., 2013). Hipoteza, że Akt blokuje śmierć komórek 

poprzez hamowanie translokacji białka AIF z mitochondrium do jądra komórkowego znajduje 

potwierdzenie w innych badaniach (Kim i wsp., 2007, Yang i wsp., 2013). Kim i wsp., (2007) 

stwierdzili, że nadekspresja genu dla kinazy Akt przeciwdziała apoptozie i translokacji białka 

AIF w komórkach SH-SY5Y traktowanych C2-ceramidem. Natomiast, Yang i wsp., (2013) 

pokazali, że zahamowanie aktywności PARP-1 powoduje wzrost fosforylacji kinaz: Akt i 

GSK3β, co przeciwdziała obniżeniu poziomu białka AIF w mitochondriach w hodowli 

pierwotnej neuronów hipokampa w modelu epilepsji in vitro. Wyniki przedstawione przeze 

mnie również pokazują, że zastosowanie inhibitora PJ-34 powoduje wzrost fosforylacji 

kinazy Akt i przeciwdziała obniżeniu poziomu białka AIF we frakcji mitochondrialnej w 

komórkach SH-SY5Y traktowanych C2-ceramidem.  

Istotne znaczenie w regulacji aktywności PARP-1 wydaje się odgrywać kinaza 

ERK1/2. Badania własne wykazały protekcyjny wpływ zahamowania aktywności ERK1/2 w 

komórkach SH-SY5Y. Zmiany aktywności ERK1/2 mogą w istotny sposób wpływać na 

poziom PAR. Badania Kauppinen i wsp., (2006) pokazały, że zastosowanie inhibitora kinazy 

ERK1/2 powoduje obniżenie aktywności PARP-1 i poziomu PAR, i tym samym chroni 

komórki astrocytów i kokulturę komórek astrocytów i neuronów przed śmiercią w warunkach 

stresu genotoksycznego. W badaniach in vivo w szczurzym modelu hipoglikemii również 

stwierdzono protekcyjne działanie inhibitora ERK1/2, który zmniejszał poziom polimeru 

PAR (Kauppinen i wsp., 2006). Z kolei Èthier i wsp., (2007) w badaniach przeprowadzonych 

na komórkach HeLa w stresie genotoksycznym stwierdzili, że wzrost aktywności PARP-1 i 

nadmierna synteza polimeru PAR powoduje obniżenie fosforylacji kinazy ERK1/2, 

translokację białka Bax do błony mitochondrialnej i uwolnienie cytochromu c oraz białka AIF 

z przestrzeni międzybłonowej mitochondrium. Zastosowanie inhibitora PARP-1 chroniło 

komórki HeLa przed śmiercią poprzez wzrost fosforylacji kinazy ERK1/2. Natomiast 

inhibitor kinazy ERK1/2 niwelował ten protekcyjny efekt (Èthier i wsp., 2007). 

Dane literaturowe wskazują, że ceramidy mogą powodować zahamowanie lub aktywację 

kinazy ERK1/2 w zależności od typu badanych komórek. Badania Oh i wsp., (2006) 

pokazują, że C2-ceramid powoduje wzrost fosforylacji kinaz ERK1/2 oraz JNK w hodowli 
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pierwotnej mysich astrocytów po 24 godzinnej inkubacji. Zahamowanie aktywności tych 

kinaz poprzez zastosowanie odpowiednich inhibitorów miało znamienne działanie 

protekcyjne. Z kolei Arboleda i wsp., (2010) wskazują na spadek fosforylacji kinazy ERK1/2 

oraz wzrost aktywności kinazy JNK w komórkach traktowanych C2-ceramidem. Badania 

Willaime i wsp., (2001) pokazują, że C2-ceramid powoduje spadek fosforylacji kinazy 

ERK1/2 i kinazy ją aktywującej MEK1/2 oraz wzrost fosforylacji kinazy p38 MAPK w 

hodowli pierwotnej mysich neuronów korowych po 24 godz. inkubacji. Wyniki Stoica i wsp., 

(2005) przedstawiają również spadek aktywności kinazy ERK1/2 i towarzyszący temu wzrost 

fosforylacji kinazy p38 MAPK w hodowli pierwotnej szczurzych neuronów korowych 

poddanych działaniu C2-ceramidu. Zmiany w fosforylacji obu kinaz wywołane przez  

C2-ceramid nie są jednak długotrwałe, po 24 godz. wracają do wartości kontrolnej. W 

publikacji Stoica i wsp., (2005) inkubacja neuronów korowych z C2-ceramidem powodowała 

zwiększenie immunoreaktywności cytochormu c, białka AIF oraz Smac/Diablo we frakcji 

cytozolowej. Zastosowanie w badanym modelu inhibitorów kinaz ERK1/2 i p38 MAPK 

przeciwdziałało śmierci neuronów korowych i zapobiegało zaburzeniu funkcji mitochondriów 

wywołanemu przez C2-ceramid. Autorzy postulują, że C2-ceramid powoduje niecałkowite i 

tymczasowe zahamowanie aktywności kinazy ERK1/2 oraz utrzymuje ją na takim poziomie, 

który jest wystarczający do indukcji pro-apoptotycznego szlaku. Na tej podstawie 

obserwowane jest protekcyjne działanie inhibitora kinazy ERK1/2 w warunkach inkubacji 

neuronów korowych z C2-ceramidem (Stoica i wsp., 2005).  

Dane literaturowe pokazują również, że ważną rolę w apoptozie zależnej od 

ceramidów odgrywają kinazy JNK oraz p38 MAPK. Zastosowanie odpowiednich inhibitorów 

tych kinaz ma protekcyjne działanie w wielu badaniach przeprowadzonych na hodowlach 

komórkowych in vitro (Willaime i wsp., 2001, Willaime-Morawek i wsp., 2003, Kim i wsp., 

2008). Moje badania przedstawione w niniejszej pracy wykazały korzystny wpływ inhibitora 

kinazy JNK (SP600125) na przeżywalność komórek SH-SY5Y poddanych działaniu  

C2-ceramidu. Wyniki badań Arboleda i wsp., (2010) wskazują, że zahamowanie aktywności 

kinaz PI3-K/Akt oraz ERK1/2 przez C2-ceramid poprzedzone jest wzrostem aktywności 

kinazy JNK. Levresse i wsp., (2000) pokazali, że kinaza Akt może negatywnie regulować 

aktywność kinazy JNK. W komórkach PC12 w warunkach zastosowania medium 

pozbawionego surowicy dochodzi do wzrostu aktywności kinazy JNK. Zastosowanie 

insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-1) w tych warunkach powoduje pobudzenie szlaku 

PI3-K/Akt oraz zahamowanie aktywności kinazy JNK. Z kolei zastosowanie inhibitora  

PI3-K/Akt w warunkach obecności surowicy w medium komórkowym spowodowało wzrost 
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aktywności kinazy JNK. Podobny wynik otrzymano w badaniach Shimoke i wsp., (1999), 

gdzie zastosowanie inhibitora PI3-K/Akt indukowało apoptozę w neuronach ziarnistych 

móżdżku poprzez wzrost aktywności kinazy JNK. Kolejnym przykładem mogą być badania 

Yeste-Velasco i wsp., (2009), w których wykazano, że inhibitor JNK chronił komórki 

ziarniste móżdżku przed apoptozą indukowaną zastosowaniem medium pozbawionego 

surowicy i jonów potasowych poprzez pobudzenie szlaku PI3-K/Akt.  

W moich badaniach przedstawionych w niniejszej pracy C2-ceramid powoduje wzrost 

ekspresji pro-apoptotycznego białka Hrk (harakiri) –zawierającego tylko domenę BH3. 

Białko Hrk poprzez domenę BH3 wchodzi w interakcje z białkami anty-apoptotycznymi  

Bcl-2 i Bcl-XL, hamując w ten sposób ich pro-życiowe działanie (Inohara i wsp., 1997, 

Barrera-Vilarmau i wsp., 2011). Wykazano, że nadekspresja genów dla tych  

anty-apoptotycznych białek chroni hematopoetyczne komórki progenitorowe przed apoptozą 

zależną od Hrk w warunkach bez obecności czynników wzrostu (Sanz i wsp., 2000). Badania, 

w tym również te przedstawione w niniejszej pracy pokazują, że do indukcji apoptozy z 

udziałem białka Hrk konieczny jest wzrost ekspresji genu dla białka Bax (Harris i Johnson 

2001, Ghosh i wsp., 2011). Stwierdzono, że białko Hrk odgrywa ważną rolę na etapie 

rozwoju embrionalnego. U myszy z podwójną homozygotyczną delecją genu dla Hrk 

zaobserwowano zahamowanie procesu programowanej śmierci komórek w trakcie rozwoju 

układu nerwowego (Ghosh i wsp., 2011).  

Wyniki w niniejszej pracy korespondują z badaniami Chen i wsp., (2006), w których  

C2-ceramid powodował wzrost ekspresji genu dla białka Hrk w oligodendrocytach. poprzez 

aktywację kinazy JNK. Zaobserwowano, że w wyniku aktywacji kinazy JNK dochodzi do 

fosforylacji białka c-jun, który jest składnikiem czynnika transkrypcyjnego AP-1. Wykazano, 

że poprzez ten czynnik transkrypcyjny regulowana jest ekspresja pro-apoptotycznego białka 

Hrk (Chen i wsp., 2006). Moje badania po raz pierwszy wykazały, że zahamowanie 

aktywności PARP-1 powoduje znaczący spadek poziomu mRNA białka Hrk. 

Najprawdopodobniej wynika to z zahamowania aktywności kinazy JNK przez inhibitory 

PARP-1 (Song i wsp., 2008, Sarszegi i wsp., 2012, Radnai i wsp., 2012).  

Stwierdziłam, że zahamowanie aktywności PARP-1 powoduje wzrost ekspresji i 

immunoreaktywności białka Bcl-2, nie ma natomiast wpływu na ekspresję białka Bax. W 

pracy Strosznajder i Gajkowska (2006) zaobserwowano, że zastosowanie inhibitora PARP-1 

w modelu globalnego niedokrwienia/reperfuzji mózgu gerbila skutkowało wzrostem ekspresji 

białka Bcl-2 w rejonie CA1 hipokampa, nie miało natomiast wpływu na ekspresję białko Bax.  

Szereg przedstawionych prac dowodzi, że C2-ceramid powodując obniżenie fosforylacji 
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kinazy Akt oraz modulując aktywność kinaz MAPK decyduje o uruchomieniu  

pro-apototycznego szlaku przekaźnictwa sygnałów. Uzyskane przez mnie wyniki wykazują, 

że zahamowanie aktywności PARP-1 wpływa na fosforylację kinazy Akt. W związku z tym 

można wnioskować, że zmianom ulegają aktywności kinaz ERK1/2, JNK. Świadczy o tym 

protekcyjne działanie inhibitorów tych kinaz oraz wpływ inhibitora PARP-1 na  

pro- i anty-apoptotyczne białka z rodziny Bcl-2.  

Kinaza sfingozyny typu 1 (Sphk1) jest głównym enzymem, którego aktywność 

reguluje poziom wewnątrzkomórkowego bioaktywnego sfingolipidu: sfingozyno-1-fosforanu 

(S1P). W warunkach stresu oksydacyjnego może dochodzić do wzrostu lub obniżenia 

aktywności Sphk1 (Jin i wsp., 2004, Taha i wsp., 2004, Gomez-Brouchet i wsp., 2007, Ader i 

wsp., 2008). W związku z tym Sphk1 odgrywa ważną rolę w utrzymaniu równowagi 

pomiędzy pro-apoptotycznym ceramidem i anty-apoptotycznym S1P. Zwiększoną aktywność 

Sphk1 stwierdzono w wielu typach nowotworów m. in. płuc, mózgu, okrężnicy, jajnika i 

piersi (Johnson i wsp., 2005, Van Brocklyn i wsp., 2005, Ader i wsp., 2008). Wykazano 

także, że podczas uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego w wyizolowanych mysich 

kardiomiocytach dochodzi do aktywacji kinazy Sphk1. Podczas uszkodzenia pobudzane są 

receptory S1PR2 i S1PR3, za pośrednictwem których S1P powoduje wzrost fosforylacji 

kinazy Akt (Means i wsp., 2007). Inne badania pokazują, że w linii komórkowej 

kardiomioblastów stres oksydacyjny wywołany serotoniną lub nadtlenkiem wodoru powoduje 

zahamowanie aktywności Sphk1, wzrost poziomu ceramidu i spadek S1P (Pchejetski i wsp., 

2007). Spadek aktywności Sphk1 stwierdzono w warunkach stresu oksydacyjnego w 

komórkach SH-SY5Y traktowanych peptydem Aβ (25-35). Konsekwencją był wzrost 

poziomu ceramidu i spadek S1P (Gomez-Brouchet i wsp., 2007). Podobnie w pracy 

Gąssowska i wsp., (2014) w komórkach PC12 stabilnie transfekowanych ludzkim genem 

białka prekursorowego Aβ (APP) typu dzikiego (APPwt) lub z mutacją typu szwedzkiego 

(APPsw, K670M/N671L) wykazano spadek ekspresji/immunoreaktywności i aktywności 

kinazy sfingozyny 1. Wyniki własne pokazują, że C2-ceramid powoduje spadek aktywności 

kinazy sfingozyny typu 1 po 3 i 24 godz. inkubacji. Po 3 godz. inkubacji komórek SH-SY5Y 

z C2-ceramidem dochodzi do wzrostu poziomu mRNA kinazy sfingozyny typu 1, natomiast 

nie zmienia się ekspresja genu dla kinazy sfingozyny typu 2. Inkubacja komórek SH-SY5Y z  

C2-ceramidem nie wpływa na immunoreaktywność Sphk1 po 24 godz. Spadek aktywności 

Sphk1 przypuszczalnie świadczy o tym, że w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego  

C2-ceramidem poziom endogennego S1P ulega zmniejszeniu, natomiast egzogenny S1P 

wywiera efekt neuroprotekcyjny poprzez aktywację szlaku przekaźnictwa zależnego od 
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receptora 1 i 3. Podobny efekt wykazują agoniści receptorów dla S1P. C2-ceramid powoduje 

spadek ekspresji receptora 1 i 3 dla S1P. Protekcyjne działanie sfingozyno-1-fosforanu w 

warunkach inkubacji komórek HL-60, U937 oraz Jurkat T z TNF-α i ligandem dla receptora 

Fas, które jak wiadomo powodują wzrost endogennej puli ceramidów oraz z C2-ceramidem 

pokazały po raz pierwszy badania Cuvillier i wsp., (1996). Egzogennie dodany S1P (1µM) 

działał protekcyjnie poprzez stymulację aktywności kinazy ERK1/2 i zahamowanie kinazy 

JNK. W moich badaniach w wyniku pobudzenia przez S1P, pFTY720 i SEW2871 receptorów 

1 i 3 dochodzi do wzrostu fosforylacji kinazy Akt. Wynik ten koresponduje z danymi 

opublikowanymi przez Nakahara i wsp., (2012), którzy w ludzkich komórkach ziarnistych w 

warunkach stresu oksydacyjnego obserwowali wzrost aktywności kinazy Akt pod wpływem 

S1P i w wyniku pobudzenia receptorów 1 i 3. Zastosowanie antagonistów receptorów 1 i 3 

oraz inhibitora PI3 kinazy, podobnie jak w niniejszej pracy, znosiło protekcyjny efekt S1P. W 

przedstawionej pracy w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego C2-ceramidem 

zastosowano agonistów receptorów dla S1P, których protekcyjne działania obserwowane są w 

badaniach in vitro i in vivo (Rolland i wsp., 2011, Asle-Rousta i wsp., 2013, Doi i wsp., 

2013). Potteck i wsp., (2010) stwierdzili, że pFTY720 w ludzkich komórkach fibroblastów 

poddanych działaniu TNF-α i actinomycyny powoduje poprzez pobudzenie szlaku 

związanego z receptorem 3 znaczący wzrost fosforylacji białka Bcl-2. Zaobserwowano 

również czasową indukcję fosforylacji kinaz ERK1/2 oraz Akt. Neuroprotekcyjne działanie 

pFTY720 w mysiej hodowli pierwotnej neuronów korowych traktowanej oligomerami 

peptydu Aβ związane jest ze wzrostem ekspresji genu i immunoreaktywności dla czynnika 

neurotroficznego pochodzenia mózgowego (BDNF) (Doi i wsp., 2013). W wynikach Doi i 

wsp., (2013) stwierdzono zależną od receptorów dla S1P aktywację kinazy ERK1/2. 

Zastosowanie inhibitora kinazy ERK1/2 całkowicie znosiło protekcyjne działanie pFTY720.  

Protekcyjne działanie S1P w badaniach własnych omawianych w niniejszej rozprawie 

związane jest z wpływem tego związku na ekspresję/immunoreaktywność białek  

pro- i anty-apoptotycznych z rodziny Bcl-2. S1P powoduje znaczne obniżenie ekspresji genu 

dla białka Hrk, nie ma natomiast wpływu na poziom mRNA dla białka Bax. Poprzez 

pobudzenie szlaku związanego z receptorami dla S1P następuje także wzrost fosforylacji 

białka Bad. S1P przyczynia się do wzrostu ekspresji/immunoreaktywności  

anty-apoptotycznego białka Bcl-2. W literaturze występują prace, które pokazują protekcyjne 

działanie S1P związane z modulacją białek pro- i anty-apoptotycznych z rodziny Bcl-2. Sauer 

i wsp., (2005) wykazali, że S1P zwiększa poziom białka Bcl-2, nie ma natomiast wpływu na 

ekspresję genu dla białka Bax. Kolejna praca Betito i Cuvillier (2006) stwierdza, że S1P 
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działa protekcyjnie poprzez aktywację szlaku kinaz MEK/ERK/Rsk-1, co przyczynia się do 

fosforylacji białka Bad (Ser112) w komórkach Jurkat T poddanych działaniu liganda dla 

receptora Fas. S1P blokuje również translokację białka Bax z cytoplazmy do błony 

mitochondrialnej oraz uwalnianie cytochromu c i białka SMAC/Diablo (Cuvillier i Levade 

2001, Betito i Cuvillier 2006). W pracy Pyszko i Strosznajder (2014) wykazano, podobnie jak 

w badaniach własnych, że egzogenny S1P zmniejsza ekspresję genu dla pro-apoptotycznego 

białka Hrk i zwiększa poziom mRNA dla białka Bcl-2 w komórkach SH-SY5Y w warunkach 

stresu oksydacyjnego wywołanego MPP
+
. Inaczej niż w badaniach własnych S1P zmniejszał 

ekspresję genu dla białka Bax (Pyszko i Strosznajder 2014). Dane literaturowe wskazują 

również, że nadekspresja genu dla kinazy sfingozyny 1 poprzez aktywację szlaku  

PI3-K/Akt/Foxo3a powoduje zwiększenie ekspresji genu dla białka Bcl-2 i zmniejszenie dla 

białka Bim (Bektas i wsp., 2005, Limaye i wsp., 2005, Guan i wsp., 2011). Podobnie 

Bonhoure i wsp., (2008) wykazali, że nadekspresja genu dla Sphk1 hamuje uwalnianie 

cytochromu c i białka SMAC/Diablo z przestrzeni międzybłonowej mitochondrium poprzez 

wpływ na białko pro-apoptotyczne Bim i anty-apoptotyczne Bcl-XL. 

Podsumowując, uzyskane wyniki badań mogą być pomocne w lepszym zrozumieniu 

mechanizmu śmierci komórek w warunkach zwiększonego stężenia ceramidów, które 

obserwowane jest w wielu stanach patologicznych. Dodatkowo zastosowanie inhibitora 

PARP-1, poprzez zapobieganie uwalniania AIF z mitochondriów i hamowanie syntezy PAR 

oraz modulację pro- i anty-apoptotycznych białek z rodziny Bcl-2, w znaczący sposób 

zwiększa przeżycie komórek neuronalnych poddanych działaniu C2-ceramidu. W niniejszej 

pracy wskazano również jakie szlaki wewnątrzkomórkowe mogą być aktywowane na skutek 

pobudzenia receptorów dla S1P w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego przez 

ceramidy. Stwierdzono, że protekcyjne działanie S1P i agonistów receptorów dla S1P 

związane jest z aktywacją szlaku PI3-K/Akt oraz z wpływem na 

ekspresję/immunoreaktywność pro- i anty-apoptotycznych białek z rodziny Bcl-2.  
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Podsumowanie  

 

 

1. Ceramid (C2) powoduje zależny od stężenia wzrost poziomu wolnych rodników i 

spadek przeżywalności komórek SH-SY5Y. Wyniki doświadczeń z zastosowaniem 

inhibitora kaspaz wskazują, że śmierć komórek SH-SY5Y zachodzi na drodze 

niezależnej od ich aktywacji.  

2. Ceramid zwiększa aktywność PARP-1 i poziom PAR oraz doprowadza do obniżenia 

immunoreaktywności białka AIF we frakcji mitochondrialnej. Inhibitor PARP-1 

zapobiega uwalnianiu białka AIF, śmierci komórek SH-SY5Y oraz obniża poziom 

wolnych rodników.  

3. W mechanizm śmierci komórek SH-SY5Y na drodze zależnej od PARP-1 

zaangażowane są również kinazy białkowe ERK1/2, JNK oraz białko p53. 

4. W molekularnym mechanizmie cytotoksyczności ceramidu ważną rolę odgrywa szlak 

przekaźnictwa sygnału zależnego od PI3-K/Akt. Ceramid powoduje spadek 

fosforylacji kinazy Akt oraz obniżenie fosforylacji kinazy GSK-3 i  

pro-apoptotycznego białka Bad.  

5. W warunkach inkubacji komórek SH-SY5Y z ceramidem dochodzi do zmian 

ekspresji/immunoreaktywności białek z rodziny Bcl-2. Ceramid powoduje 

zwiększenie ekspresji pro-apoptotycznych białek: Bax i Hrk oraz obniżenie 

ekspresji/immunoreaktywności anty-apoptotycznego białka Bcl-2. Cyklosporyna A, 

inhibitor megakanału mitochondrialnego w istotny sposób zapobiega cytotoksyczności 

ceramidu.  

6. Zastosowanie inhibitora PARP-1 (PJ-34) powoduje wzrost fosforylacji kinazy Akt i 

białka Bad. Badania pokazują, że PJ-34 zmniejsza podwyższoną przez ceramid 

ekspresję pro-apoptotycznego białka Hrk. PJ-34 powoduje również wzrost 

ekspresji/immunoreaktywności anty-apoptotycznego białka Bcl-2.  

7. Wyniki wskazują, że egzogenny S1P powoduje aktywację szlaku przekaźnictwa 

sygnału zależnego od PI3-K/Akt w warunkach działania ceramidu. Podobny efekt do 

S1P wywierają agoniści receptorów dla S1P (S1PR1 i S1PR3).  
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8. S1P zwiększa ekspresję/immunoreaktywność anty-apoptotycznego białka Bcl-2. 

Ponadto, S1P zmniejsza podwyższoną przez ceramid ekspresję pro-apoptotycznego 

białka Hrk. 

Poniższy schemat obrazuje molekularne szlaki śmierci komórek SH-SY5Y poddanych 

działaniu ceramidu – na podstawie wyników własnych.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schemat 8. Mechanizmy toksycznego działania C2-ceramidu wg danych uzyskanych w 

niniejszej pracy. Objaśnienia:    - aktywacja,   - hamowanie, Δψm – potencjał 

mitochondrialny, Bax, Hrk, Bad – pro-apoptotyczne białka z rodziny Bcl-2,  

Bcl-2 – anty-apoptotyczne białko z rodziny Bcl-2, AIF – czynnik indukujący apoptozę,  

PAR – poli(ADP-ryboza), PARP-1 – polimeraza poli(ADP-rybozy), ERK – kinaza regulowana 

sygnałem zewnątrzkomórkowym, JNK – kinaza N-końcowa c-JUN, GSK3β – kinaza 3 syntazy 

glikogenu, PI3-K – kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, Akt – kinaza białkowa B, pBad – 

ufosforylowane białko Bad.  
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Wnioski  

 

 Uzyskane wyniki po raz pierwszy pokazują, że w kaskadzie zjawisk molekularnych 

prowadzących do obumierania komórek SH-SY5Y w warunkach działania ceramidu 

istotne znacznie odgrywa:  

 pobudzenie ścieżki sygnałowej zależnej od PARP-1/PAR/AIF oraz zaburzenie 

ekspresji białek z rodziny Bcl-2 co może w istotny sposób wpływać na funkcję 

mitochondriów. 

 hamowanie szlaku pro-życiowego zależnego od PI3-K/Akt, co może powodować 

translokację białka Bad do mitochondriów i zaburzenie ich funkcji.  

 W mechanizmie ochronnego działania inhibitora PARP-1 istotne znaczenie ma udział 

szlaku PI3-K/Akt oraz białek z rodziny Bcl-2. 

 S1P oraz modulatory receptorów dla S1P odgrywają ważną rolę neuroprotekcyjną 

poprzez szlaki przekaźnictwa zależne od receptorów S1PR1 i S1PR3. W wyniku 

pobudzenia tych receptorów dochodzi do aktywacji szlaku PI3-K/Akt oraz zmian 

ekspresji/immunoreaktywności białek Bcl-2 i białka Hrk, co w konsekwencji może 

chronić mitochondria przed cytotoksycznym działaniem ceramidu.  

 Uzyskane wyniki mogą być pomocne w lepszym zrozumieniu mechanizmu śmierci 

komórek w warunkach zwiększonego stężenia ceramidów. Ponadto wskazują możliwe 

punkty uchwytu dla skutecznego działania neuroprotekcyjnego.   
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Streszczenie 

Do grupy lipidów, które stały się przedmiotem zainteresowań badaczy w ciągu ostatnich 

dwóch dekad zalicza się sfingolipidy. Ścieżka sygnalizacyjna z udziałem bioaktywnych 

sfingolipidów do których należą m. in.: ceramidy, sfingozyna i sfingozyno-1-fosforan (S1P) 

pełni ważną funkcję regulatorową w procesach przeżycia i śmierci komórki. Ceramidy są 

sfingolipidami, których trzon stanowi długołańcuchowy nienasycony aminoalkohol 

sfingozyna połączony z resztą nasyconego lub nienasyconego kwasu tłuszczowego o długości 

łańcucha głównie 14–32 atomów węgla. Ceramidy biorą udział w regulacji takich procesów 

komórkowych jak: proliferacja i różnicowanie, wzrost, starzenie się oraz śmierć komórki. 

Zwiększenie poziomu endogennych ceramidów w komórce może być wynikiem: syntezy de 

novo, aktywacji syntaz ceramidu katalizujących ich powstawanie ze sfingozyny lub hydrolizy 

sfingomieliny. Natomiast, rozpad ceramidów odbywa się za pośrednictwem ceramidaz. 

Powstająca w wyniku tego rozpadu sfingozyna ulega fosforylacji przez kinazy sfingozyny 

typu 1 i 2 (Sphk1 oraz Sphk2) do sfingozyno-1-fosforanu (S1P). Ścieżka sygnalizacji S1P jest 

jednym z kluczowych regulatorów przeżycia, proliferacji i różnicowania komórek. S1P może 

działać jako przekaźnik pierwszego rzędu za pośrednictwem błonowych receptorów (GPCR) 

sprzężonych z białkami G oznaczonych S1PR1 do S1PR5 oraz jako wewnątrzkomórkowy 

przekaźnik drugiego rzędu. W związku z powyższym kinazy sfingozyny uważane są za 

kluczowe enzymy biorące udział w utrzymaniu równowagi pomiędzy bioaktywnymi 

sfingolipidami: ceramidem/S1P.  

Należy zwrócić uwagę, że w ostatnim dziesięcioleciu dokonał się ogromny postęp w 

zrozumieniu funkcji bioaktywnych sfingolipidów takich jak: ceramid i S1P oraz enzymów 

biorących udział w ich metabolizmie, w regulacji wielu procesów komórkowych. 

Stwierdzono, że nadmierny wzrost poziomu endogennych ceramidów i w konsekwencji 

zaburzenie biostatu ceramid/S1P obserwowane jest w wielu procesach patologicznych m.in. 

w niedotlenieniu/niedokrwieniu mózgu, w chorobach neurodegeneracyjnych oraz w procesie 

nowotworzenia. Mimo intensywnych badań w tym zakresie wiele zagadnień pozostaje nadal 

nie wyjaśnionych. W związku z powyższym celem pracy było zbadanie jakie procesy 

molekularne oraz szlaki przekaźnictwa wewnątrzkomórkowego biorą udział w śmierci 

ludzkich komórek neuronalnych SH-SY5Y wywołanej działaniem C2-ceramidu, z 

uwzględnieniem udziału enzymu jądrowego polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP-1). W 

licznych stanach patologicznych dochodzi do stresu oksydacyjnego i do nadmiernej aktywacji 

PARP-1, zużycia βNAD
+
 i w konsekwencji ATP. Ponadto produkt PARP-1,  
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poli(ADP-ryboza) (PAR) jest cząstką sygnalizacyjną, której związanie się z błoną 

mitochondrialną może prowadzić do wypływu czynnika indukującego apoptozę (AIF) z 

mitochondriów i jego translokacji do jądra. W konsekwencji prowadzi to do śmierci komórki 

na drodze apoptozy niezależnej od aktywacji kaspaz.  

Komórki SH-SY5Y traktowano C2-ceramidem (N-acetylo-D-erytro-sfingozyna), 

sfingolipidem mającym właściwości przechodzenia przez błony komórkowe, w 

przeciwieństwie do długołańcuchowych ceramidów. Obecność C2-ceramidu w niskich 

stężeniach stwierdzono w mózgu myszy oraz w ludzkiej korze czołowej w badaniach 

postmortem.  

W przedstawionej przeze mnie pracy po raz pierwszy stwierdzono, że w stresie oksydacyjnym 

indukowanym przez C2-ceramid w komórkach SH-SY5Y dochodzi do wzrostu aktywności 

PARP-1 i immunoreaktywności PAR. Ponadto zaobserwowano spadek immunoreaktywności 

białka AIF we frakcji mitochondrialnej. W warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego 

ceramidem inhibitor PARP-1 (PJ-34) zwiększał przeżywalność komórek SH-SY5Y oraz 

obniżał poziom wolnych rodników. Następnie wykazano, że zastosowanie inhibitora PARP-1 

zapobiega obniżeniu poziomu białka AIF we frakcji mitochondrialnej w komórkach  

SH-SY5Y.  

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazują, że C2-ceramid powoduje zahamowanie ważnego  

pro-życiowego szlaku PI3-K/Akt. W konsekwencji stwierdzono spadek fosforylacji białek 

efektorowych kinazy Akt: kinazy syntazy glikogenu 3 (GKS3β) oraz  

pro-apoptotycznego białka Bad. Wyniki pokazały ważną rolę kinazy Akt w cytoprotekcyjnym 

działaniu inhibitora PJ-34. Zastosowanie inhibitora PJ-34 skutkowało wzrostem fosforylacji 

kinazy Akt i białka Bad.  

W mechanizmie śmierci komórek SH-SY5Y indukowanej C2-ceramidem stwierdzono udział 

kinaz białkowych ERK1/2 i JNK oraz białka p53. Dane literaturowe wskazują, że w śmierć 

komórek na drodze zależnej od PARP-1 mogą być zaangażowane kinazy białkowe, które tak 

jak ERK1/2 i JNK bezpośrednio wpływają na fosforylację PARP-1 powodując tym samym 

wzrost aktywności tego enzymu. Uważa się, że PARP-1 jest odpowiedzialny za kontrolę 

poziomu białka p53 i regulację jego stabilności w komórce.  

Wyniki pokazały, że egzogenny S1P ma działanie protekcyjne w wyniku pobudzenia 

receptorów S1PR1 i S1PR3. Stwierdzono, że S1P powoduje wzrost fosforylacji kinazy Akt i 

białka Bad w warunkach inkubacji komórek SH-SY5Y z C2-ceramidem. Efekt taki wykazano 

również dla agonistów receptorów S1P.  
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W kolejnym etapie badań stwierdzono, że C2-ceramid powoduje spadek 

ekspresji/immunoreaktywności anty-apoptotycznego białka Bcl-2 oraz wzrost poziomu 

mRNA białek pro-apoptotycznych: Bax i Hrk. Uzyskane dane pokazują, że S1P oraz inhibitor 

PARP-1 działały protekcyjnie poprzez modulację ekspresji białek z rodziny Bcl-2.  

Podsumowując, uzyskane wyniki badań mogą być pomocne w lepszym zrozumieniu 

mechanizmu śmierci komórek w warunkach zwiększonego stężenia ceramidów, które 

obserwowane jest w wielu stanach patologicznych. W poszukiwaniu nowych związków 

neuroprotekcyjnych stwierdzono, że S1P oraz modulatory receptorów dla S1P odgrywają 

ważną rolę neuroprotekcyjną w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego przez ceramid. 

Dodatkowo zastosowanie inhibitora PARP-1 w znaczący sposób zwiększa przeżycie komórek 

neuronalnych poddanych działaniu C2-ceramidu.  
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Summary  

Ceramides are a class of sphingolipids that are abundant in cell membranes and play an 

important role in regulation of the fluidity and structure of the lipid bilayer. During the last 

decade, ceramides have been recognised as very important second messengers for multiple 

extracellular stimuli mediating many cellular processes, mainly those associated with the 

regulation of cell proliferation, differentiation, growth arrest and apoptosis. Ceramides are 

composed of a sphingoid base linked to a fatty acid of varying chain length (14–32 carbons) 

via an amide bond. Cell-permeable short chain ceramide, C2-ceramide and C6-ceramide have 

been used in many studies to mimic ceramide-mediated cell death pathways. It was shown 

that C2-ceramides were present naturally in the brain at low levels. Treatment of neuronal 

cells with ceramides at low concentration promotes cell differentiation, survival and neurite 

outgrowth, while at higher concentration it induces apoptosis.  

Ceramides have been indicated as key player in neuronal cell death, however, their role is not 

yet well understood. We investigated the molecular mechanism of neuronal cell death evoked 

by ceramide in the human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y). The response of pro-apoptotic 

and anti-apoptotic gene expression was analysed. Moreover, the neuroprotective effect of 

sphingosine-1-phosphate (S1P) was evaluated. We demonstrated that C2-ceramide, through 

inhibition of PI3K/Akt kinases, influenced the phosphorylation state of GSK3β and  

pro-apoptotic Bad. We observed that C2-ceramide induced production of reactive oxygen 

species in a concentration-dependent manner. It is known that DNA damage caused by 

oxidative stress may activate poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1), a key nuclear 

enzyme involved in DNA repair. Our results showed PARP-1 activation and PAR formation 

after C2-ceramide treatment. Upon activation, PARP-1 transforms nicotinamide adenine 

dinucleotide (NAD
+
) into long PAR polymers and transfers them to a variety of nuclear 

proteins, e.g. histones, DNA polymerases and PARP-1 itself. The basal levels of PAR are 

very low, however, excessive activation of PARP-1 leads to a 10- to 500-fold increase in PAR 

polymer formation. The PAR participates directly in cell death signalling. PAR is responsible 

for mitochondrial apoptosis inducing factor (AIF) release and caspase-independent apoptosis. 

The proper AIF level in mitochondria is very important for the integration of proteins of 

electron transport complexes. AIF is proposed to regulate the respiratory chain indirectly, 

through assembly and/or stabilisation of complexes I and III. The reduction in assembled 

complex I associated with AIF deficiency is anticipated to have a profound effect on 

mitochondrial function in neurons. However, we ought to keep in mind that AIF after 
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translocation to nucleus exerted endonuclease activity and is responsible for the DNA 

degradation. Our data indicated that C2-ceramide caused the AIF release from mitochondria. 

Our study showed that PARP-1 inhibition significantly protected SH-SY5Y cells against 

ceramide-induced cell death by reducing the level of reactive oxygen species production, thus 

preventing the AIF release from the mitochondria and increasing the mRNA level of  

anti-apoptotic Bcl-2. Moreover, we observed enhancement of Bad phosphorylation and  

down-regulation of pro-apoptotic Hrk gene expression.  

We demonstrated that in the mechanism of cell death induced by C2-ceramide the kinases: 

ERK1 / 2 and JNK and p53 protein were involved.  

The results showed that exogenous sphingosine-1-phosphate has protective effects as a result 

of receptors S1PR1 and S1PR3 stimulation. It was found that S1P increases the activity of 

Akt kinase and Bad phosphorylation. This effect was also demonstrated for the S1P receptor 

agonists. In the next stage of the study, it was found that C2-ceramide causes a decrease in 

expression / immunoreactivity of anti-apoptotic Bcl-2 protein and an increase in pro-apoptotic 

proteins: Bax and Hrk mRNA levels. S1P acts by modulating the 

expression/immunoreactivity of Bcl-2 proteins family. 

Summarizing, our data present that PARP-1 inhibitor and sphingosine-1-phosphate (S1P) 

through modulation of anti-apoptotic proteins protect mitochondria and neuronal cells against 

death evoked by ceramide. As a conclusive remark, we suggest that the modulators of 

sphingosine-1-phosphate receptor(s) and PARP-1 inhibitor(s) should be considered in the 

therapy of neurodegenerative disorders. 
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