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3. Wstęp 

Częstość występowania chorób metabolicznych, m.in. cukrzycy typu 2 (T2DM), otyłości oraz 

chorób neurodegeneracyjnych, m.in. choroby Alzheimera (AD), zwiększyła się istotnie w 

ciągu ostatnich dwóch dekad, szczególnie w krajach z tzw. zachodnimi wzorcami 

żywieniowymi [1–3]. Powszechnie dostępne dane wskazują na znaczne rozpowszechnienie 

ww. jednostek chorobowych w krajach rozwiniętych, a wielu autorów jednoznacznie 

definiuje patologie te jako epidemie XXI wieku [4,5]. AD definiowana jest klinicznie jako 

choroba otępienna charakteryzująca się postępującym zanikiem zdolności intelektualnych i 

poznawczych, stopniową utratą pamięci oraz zmianami behawioralnymi prowadzącymi 

docelowo do niezdolności do samodzielnego funkcjonowania [6]. Wieloczynnikowe podłoże 

molekularne AD próbują tłumaczyć liczne hipotezy, spośród których najbardziej uznawaną 

jest teoria opisująca odkładanie się w obrębie komórek nerwowych depozytów β-amyloidu 

(Aβ) w postaci płytek starczych i hiperfosforylowanego białka tau w postaci splątków 

neurofibrylarnych [7]. Wielu autorów uważa, iż jednym z wspólnych, kluczowych czynników 

związanych z rozwojem ww. chorób metabolicznych i neurodegeneracyjnych jest 

insulinooporność (IR) [8,9]. Insulina pierwotnie definiowana jako główny regulator 

obwodowego stężenia glukozy, w ostatnich latach została uznana także za kluczowy czynnik 

biorący udział w procesach pamięciowych, poznawczych oraz neuroplastyczności [10–12]. 

Niektóre badania wykazały, że rozwój ogólnoustrojowej insulinooporności i osłabionego 

działania insuliny w obrębie tkanki mózgowej są istotnymi czynnikami ryzyka rozwoju 

chorób neurodegeneracyjnych m.in. choroby Alzheimera [13]. Co istotne, korelacja pomiędzy 

IR mózgu, otyłością i chorobami otępiennymi wykazywana była również w wielu badaniach 

klinicznych [14–17]. 

 

3.1 Insulinowy szlak przekaźnictwa sygnału w korze mózgowej 

Insulina jest hormonem anabolicznym produkowanym i wydzielanym przez komórki β wysp 

trzustkowych. Powszechnie wiadomo, że jest ona szeroko zaangażowana nie tylko w 

metabolizm węglowodanowy, lecz również m.in. pośrednio w biosyntezę białek, nasilenie 

lipogenezy, czy procesy mitogenne [18–20]. Działanie tego hormonu odbywa się poprzez 

połączenie ze swoistym receptorem insulinowym (IRec), który znajduje się w obrębie błony 

komórkowej m.in. hepatocytów, adipocytów, lecz również w obrębie struktur ośrodkowego 

układu nerwowego (OUN) [19]. Badania wykazują, iż największą ekspresję IRec w OUN 

wykazuje kora mózgowa, podwzgórze, hipokamp, prążkowie, opuszka węchowa oraz 

móżdżek [21,22].  Receptor insulinowy, zbudowany z dwóch podjednostek α i dwóch 
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podjednostek β, należy do grupy receptorów o aktywności kinazy tyrozynowej. Insulinowe 

przekaźnictwo sygnału może odbywać się dwoma podstawowymi szlakami, które są 

wzajemnie ze sobą powiązane. Pierwszym jest szlak PI3K/Akt/GSK odpowiedzialny za 

większość efektów metabolicznych insuliny poprzez generowanie odpowiedzi fizjologicznej 

na ten hormon. Drugim jest natomiast szlak Raf/Ras/MEK/MAPK, znany również jako 

MAPK/ERK, który odpowiada za regulację ekspresji genów oraz, przy współudziale szlaku 

PI3K/Akt/GSK, bierze udział w procesach mitogennych i różnicowaniu komórek [23]. 

Insulina rozpoczyna swoje działanie komórkowe od związania z zewnątrzkomórkową 

podjednostką α IRec prowadząc tym samym do zmiany konfiguracji receptora insulinowego i 

autofosforylacji reszt tyrozynowych wewnątrzkomórkowej podjednostki β. Następnie, przy 

udziale adenozyno-5′-trifosforanu (ATP), dochodzi do fosforylacji reszt tyrozynowych, a tym 

samym aktywacji białek substratowych, do których należą m.in. substraty 1 i 2 receptora 

insuliny (IRS-1, -2) stanowiące kluczowe miejsca przekazywania sygnału w szlaku 

insulinowym. Co istotne, fosforylacja innych reszt aminokwasowych tj. serynowych i 

treoninowych, zarówno receptora insulinowego, jak i IRS, prowadzi do hamowania szlaku 

insulinowego  [24]. Aktywowana forma IRS-1 doprowadza do pobudzenia szlaku 3-kinazy 

fosfatydyloinozytolu (PI3K), którego ufosforylowana forma katalizuje konwersję 

występującego w błonie plazmatycznej difosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2, 

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) do trifosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP3, 

phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate). W następstwie dochodzi do połączenia PIP3 z 

kinazą-1 zależną od fosfatydyloinozytolu (PDK-1), do której substratów należy m.in. kinaza 

białkowa B, zwana również jako białko Akt (Akt/PKB). Ufosforylowana forma PKB 

prowadzi następnie do wzrostu fosforylacji m.in. kinazy syntazy glikogenu 3 α/β (GSK-3α/β) 

przy specyficznych resztach serynowych w pozycji 21 i 9 (Ser21 i Ser9) oraz spadku 

fosforylacji przy resztach tyrozynowych odpowiednio w pozycji 279 i 216 (Tyr279 i Tyr216) 

co prowadzi do inaktywacji GSK-3 α/β [25,26].  

Wiele publikacji dowiodło, że insulinowy szlak przekaźnictwa sygnału PI3K/Akt/GSK 

poprzez udział w autofagii, neurogenezie, proliferacji i różnicowaniu neuronów odgrywa 

niezwykle istotną rolę w ośrodkowym układzie nerwowym [27,28]. Wieloetapowy, 

podlegający precyzyjnej regulacji insulinowy szlak przekaźnictwa sygnału może ulegać 

znacznym zaburzeniom, a czynnikami, które w niekorzystny sposób mogą z nim interferować 

są m.in. sfingolipidy. 
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3.2 Sfingolipidy i ich metabolizm w korze mózgowej 

Powszechnie wiadomo, że dieta w stylu zachodnim, bogata w długołańcuchowe kwasy 

tłuszczowe (LCFA) powoduje nie tylko rozrost tkanki tłuszczowej, ale także ich nadmierny 

transport do komórek tkanek docelowych, które nie są przystosowane do akumulacji znacznej 

ilości lipidów tj. tkanki mięśniowej, wątroby, czy tkanki mózgowej [29,30]. Nadmierna 

zawartość LCFA zaburza szlaki ich utleniania i prowadzi do wzmożonej estryfikacji kwasów 

tłuszczowych do różnych frakcji lipidowych m.in. sfingolipidów [31]. Ta szeroko badana 

klasa lipidów, poza odgrywaniem istotnej roli strukturalnej w błonach komórkowych, bierze 

udział również w szlakach sygnalizacji komórkowej, a także we wzroście, różnicowaniu i 

regulacji apoptozy komórek [32]. Wśród wielu sfingolipidów do najbardziej bioaktywnych 

frakcji tej grupy lipidów należą m.in. ceramid (CER), sfingozyna (SFO), sfinganina (SFA) i 

sfingomielina (SM) [33]. W ciągu ostatniej dekady sfingolipidy były szeroko badane zarówno 

w kontekście metabolizmu lipidów, jak i glukozy, a szczególną uwagę skupiono na 

ceramidzie. Frakcja ta jest powszechnie uznawana za prekursor dla wielu innych 

sfingolipidów, m.in. sfingozyny, czy sfingozyno-1-fosforanu (S1P), stąd uważana jest za 

rdzeń i podstawowy element szlaku metabolizmu sfingolipidów. Możemy wyróżnić trzy 

podstawowe drogi syntezy CER (Ryc. 1).  

 

 

Ryc. 1. Metabolizm sfingolipidów w korze mózgowej. 
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Pierwszą z nich jest szlak syntezy de novo ceramidu, możliwy dzięki kondensacji dwóch 

składowych tj. seryny i palmitoilo-CoA z wykorzystaniem palmitoilotransferazy serynowej 

(SPTLC) oraz szlak rozpadu sfingozyny przy udziale kinazy sfingozyny (SPHK), zwany 

również szlakiem ratunkowym (ang. salvage pathway). Trzeci szlak powstawania ceramidu 

stanowi hydroliza sfingomieliny przy udziale sfingomielinaz [34,35]. 

Rola ceramidu w procesach zachodzących w obrębie ośrodkowego układu nerwowego jest 

szeroko opisywana w literaturze. Poza niezwykle istotną funkcją strukturalną w obrębie 

neuronalnych błon komórkowych, m.in. tworzeniu błonowych tratw lipidowych i 

przekazywaniu sygnału zarówno pomiędzy, jak i w obrębie neuronów, ceramid jest również 

znacznie zaangażowany w molekularne podłoże neuropatologii. Rola tego sfingolipidu w 

formowaniu depozytów β-amyloidu, zaburzeniach mitochondrialnych, dysfunkcji autofagii i 

starzeniu komórkowym w istotny sposób przyczynia się do zwiększenia ryzyka rozwoju 

chorób neurodenegeracyjnych, w tym choroby Alzheimera [35–37]. Co więcej, zjawisko 

wzmożonego transportu dokomórkowego lipidów i w konsekwencji akumulacji 

wewnątrzkomórkowej sfingolipidów może doprowadzić do istotnych zaburzeń metabolizmu i 

klinicznie skutkuje rozwojem m.in. insulinooporności [38,39].  

 

3.3 Zjawisko insulinooporności mózgowej  

Oporność na insulinę określa się mianem stanu patologicznego, w którym tkanki docelowe 

m.in. tkanka tłuszczowa, mięśnie czy tkanka mózgowa charakteryzują się zmniejszoną 

wrażliwością na insulinę. W konsekwencji komórki β wysp trzustkowych produkują 

zwiększoną ilość insuliny, aby hormon ten mógł wywołać efekt biologiczny w tkankach 

docelowych [40]. Co istotne, w przeciwieństwie do mięśni szkieletowych i wątroby, gdzie 

poszczególne klasy lipidów, w tym sfingolipidy, ingerują w szlak sygnalizacji insuliny 

poprzez hamowanie stymulowanej insuliną fosforylacji Akt/PKB, w tkance mózgowej 

otyłych zwierząt z rozwiniętą insulinoopornością występuje zwiększona fosforylacja 

Akt/PKB, prowadząca do wzrostu fosforylacji GSK-3α/β w tyrozynie 279/216 co w 

konsekwencji podwyższa aktywność GSK-3. Zjawisko to wynika prawdopodobnie z tego, że 

insulina modyfikuje aktywność Akt poprzez różne substraty receptora insuliny w 

poszczególnych tkankach i docelowo prowadzi do osłabienia insulinowrażliwości, a tym 

samym stopniowego rozwoju insulinooporności [41,42]. 

Co ciekawe, Chaurasia i Summers zasugerowali, że to właśnie ceramid gromadzący się w 

nadmiarze wewnątrzkomórkowo można uznać za kluczowy czynnik prowadzący do rozwoju 

insulinooporności w różnych tkankach [43]. Ponadto Brozinick i in. wykazali in vivo na 
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makakach królewskich, że sfingolipidy, głównie ceramid, ingerując w szlak sygnałowy 

insuliny, mogą przyczyniać się do zmniejszenia wrażliwości na insulinę i rozwoju 

ogólnoustrojowej insulinooporności [44]. Niektóre badania sugerowały również 

zdefiniowanie ceramidu, jako podstawowego biomarkera patologii metabolicznych, w tym 

insulinooporności [44,45]. Co istotne, Dekker i in. wykazali, że hamowanie enzymów 

biorących udział w syntezie de novo sfingolipidów, m.in. palmitoilotransferazy serynowej 1 

(SPTLC1), spowodowało poprawę wrażliwości na insulinę i zmniejszenie lipogenezy w 

zwierzęcym modelu otyłości [51]. Ponadto, liczne dane wykazały, że zaburzenia szlaku 

sfingolipidowego mogą przyczyniać się do istotnych zmian szlaków sygnałowych w komórce, 

w tym insulinowego szlaku przekaźnictwa sygnału, a tym samym także rozwoju chorób 

neurodegeneracyjnych [46,47]. Dlatego też wielu autorów uważa, iż poszczególne elementy 

metabolizmu sfingolipidów mogą stanowić nowe punkty uchwytu do leczenia chorób 

zarówno metabolicznych, jak i neurodegeneracyjnych. 

 

3.4 Rola insuliny i zaburzeń insulinowego szlaku przekaźnictwa sygnału w rozwoju 

chorób neurodegeneracyjnych 

Insulina wydzielana przez komórki β wysp trzustkowych przedostaje się do mózgu poprzez 

barierę krew-mózg (poza częściami podwzgórza, które są wyłączone) na zasadzie transportu 

przezbłonowego opartego na transporcie czynnym zachodzącym przy udziale nośników 

białkowych, a proces ten zachodzi niezależnie od receptora insulinowego [48]. Badania 

wykazały, iż stosunek stężenia insuliny w płynie mózgowo-rdzeniowym do stężenia insuliny 

w osoczu ulega zmniejszeniu w ogólnoustrojowej insulinooporności, czy otyłości, ale również 

jest on obniżony u pacjentów z chorobami neurodegeneracyjnymi, w tym AD. Uważa się 

zatem, iż zmniejszony transport przez barierę krew-mózg, a tym samym zmniejszenie stężenia 

insuliny w obrębie ośrodkowego układu nerwowego może przyczyniać się do zaburzeń 

insulinowego szlaku przekaźnictwa sygnału w obrębie OUN, a tym samym rozwoju 

insulinooporności mózgowia i chorób neurozwyrodnieniowych [21,49]. 

Dotychczas wielu autorów wykazało istotną korelację pomiędzy rozwojem insulinooporności 

a występowaniem chorób neurodegeneracyjnych, m.in. choroby Alzheimera. 

Hiperfosforylacja białka tau oraz zwiększone depozyty β-amyloidu, stanowiące dwie 

podstawowe hipotezy rozwoju choroby Alzheimera, były szczególnie często analizowane w 

kontekście zaburzeń szlaku sygnałowego insuliny w obrębie tkanki mózgowej [50]. Niektóre 

badania wskazywały również na istotne znaczenie dysfunkcji mitochondriów, czy zaburzenia 

metabolizmu lipidów pod postacią wewnątrzkomórkowego wzrostu zawartości 
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poszczególnych frakcji lipidowych (diacylogliceroli, triacylogliceroli) i zwiększonego 

utleniania lipidów w wyniku nasilonego stresu oksydacyjnego związanego z 

insulinoopornością czy też zaburzenia procesu beta-oksydacji lipidów [11,51,52]. Ze 

wszystkich elementów insulinowego szlaku przekaźnictwa sygnału PI3K/Akt/GSK 

szczególną rolę w rozwoju neuropatologii przypisywano GSK-3α/β. Badania in vitro i in vivo 

wykazały, że zwiększona fosforylacja w Tyr 279/216 GSK-3α/β i zahamowana fosforylacja w 

Ser 21/9 GSK-3α/β prowadzi do zwiększonej aktywności enzymatycznej GSK, co w 

następstwie doprowadza do hiperfosforylacji białka tau, którego nadmierna agregacja 

upośledza neurogenezę i procesy pamięciowe oraz ma właściwości prozapalne (Ryc. 2) [53–

57]. 

 

 

Ryc. 2. Zaburzenia w insulinowym szlaku przekaźnictwa sygnału prowadzące do rozwoju choroby 

Alzheimera (AD).  

 

W regulacji szlaku sygnałowego insuliny PI3K/Akt/GSK i szlaku sfingolipidów w 

ośrodkowym układzie nerwowym bierze udział również wysiłek fizyczny. Badania 

przeprowadzone na modelu zwierzęcym wykazały, że wysiłek fizyczny jest jedną z istotnych 

metod przeciwdziałania i leczenia nie tylko otyłości czy cukrzycy typu 2, ale również chorób 
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neurodegeneracyjnych, ponieważ może prowadzić do hamowania hiperfosforylacji białka tau 

i zwiększenia insulinowrażliwości w obrębie kory mózgowej szczurów karmionych dietą 

bogatotłuszczową [58]. Układem biologicznym, którego składowe podlegają również 

znacznym zmianom pod wpływem wysiłku fizycznego czy diety bogatotłuszczowej jest układ 

endokannabinoidowy (ECS) [59]. 

 

3.5 Układ endokannabinoidowy i endokannabinoidom 

Układ endokannabinoidowy (ECS), jako istotny regulator homeostazy organizmu, bierze 

udział w licznych procesach fizjologicznych. Wiele badań pokazuje również, że dysregulacja 

tego endogennego systemu sygnałowego może brać udział w rozwoju licznych chorób 

metabolicznych tj. otyłości, czy cukrzycy typu 2, zaś regulując aktywność czy też zawartość 

jego komponentów np. poprzez wysiłek fizyczny można wywołać efekty terapeutyczne [60–

63]. Układ ten obejmuje (1) receptory kannabinoidowe typu 1 i 2 (CB1R, CB2R), (2) 

endogenne ligandy tych receptorów, znane jako endokannabinoidy (głównie anandamid – 

AEA oraz 2-arachidoniloglicerol - 2-AG) oraz (3) enzymy zaangażowane w ich biosyntezę, 

wychwyt zwrotny oraz degradację endokannabinoidów tj. hydrolaza amidów kwasów 

tłuszczowych (FAAH) i lipaza monoglicerolowa (MAGL) [64].  

Receptory kannabinoidowe typu 1 i typu 2 należą do rodziny 7-transbłonowych receptorów 

sprzężonych z białkiem G (7TM GPCRs), a zatem ich aktywacja poprzez konkretny ligand 

prowadzi do zahamowania cyklazy adenylowej i zmniejszenia stężenia cyklicznego 

adenozyno-3′,5′-monofosforanu (cAMP). W rezultacie cAMP nasila aktywność kinazy 

białkowej aktywowanej mitogenami p42/p44 (MAPK) i N-końcowej kinazy C-Jun (JNK), 

które aktywują różne jądrowe czynniki transkrypcyjne, a tym samym zmieniają metabolizm 

komórkowy. Co więcej, receptory kannabinoidowe obecne w zakończeniach 

presynaptycznych neuronów aktywują kanały potasowe i hamują wapniowe, co skutkuje 

hamowaniem uwalniania innych neuroprzekaźników (tzw. mechanizm „odwrotnego 

przekaźnictwa”) [65–67]. Co istotne, w przeciwieństwie do klasycznych neurotransmiterów, 

endokannabinoidy nie są magazynowane w obrębie pęcherzyków synaptycznych, lecz są 

syntetyzowane w obrębie błony komórkowej neuronu postsynaptycznego jedynie w 

odpowiedzi na podwyższone wewnątrzkomórkowe stężenie jonów wapnia (Ca2+) [68,69]. 

Receptor kannabinoidowy typu 1 znajduje się głównie w strukturach mózgu, zwłaszcza w 

obrębie kory nowej, hipokampu, jąder podstawnych i pnia mózgu, lecz jego obecność 

stwierdzono również w mięśniach szkieletowych, płucach, jądrach, przewodzie 

pokarmowym, wątrobie, trzustce oraz tkance tłuszczowej. Z kolei receptor kannabinoidowy 
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typu 2 zlokalizowany jest głównie na komórkach układu odpornościowego (makrofagach, 

limfocytach B, limfocytach T), krwiotwórczych komórkach macierzystych i progenitorowych 

obecnych w szpiku kostnym, a także w grasicy i węzłach chłonnych, dlatego też aktywacja 

CB2R może wywoływać liczne efekty immunomodulujące [67,70–72]. 

Wraz z rozwojem wiedzy na temat ECS, niektórzy badacze zdefiniowali rozszerzony układ 

endokannabinoidowy jako endokannabinoidom (eCBome). Jest on opisywany jako złożony 

lipidowy układ sygnałowy składający się z ponad 100 pochodnych kwasów tłuszczowych i 

ich receptorów, a także enzymów. eCBome poza podstawowymi elementami wchodzącymi w 

skład układu endokannabinoidowego zawiera również znaczną liczbę różnych receptorów 

błonowych i jądrowych, m.in. PPAR, receptor waniloidowy przejściowego potencjału 1 

(TRPV1), różne receptory sprzężone z białkiem G (GPCRs), ich endogenne ligandy oraz 

wiele enzymów odgrywających ważną rolę w endokannabinoidowych szlakach sygnałowych 

[65,73]. 

 

3.6 Kannabidiol – terapeutyk przyszłości w leczeniu insulinooporności i chorób 

neurodegeneracyjnych 

Na podstawie licznych badań okazuje się, że układ endokannabinoidowy, 

endokannabinoidom i poszczególne fitokannabinoidy, m.in. kannabidiol (CBD), mogą w 

przyszłości stać się idealnym narzędziem do poszukiwania nowych metod terapeutycznych 

zarówno chorób metabolicznych, jak i neurodegeneracyjnych. 

 

 

Ryc 3. Struktura chemiczna kannabidiolu (CBD). 

 

Konopie siewne (Cannabis sativa L.) znajdują szerokie zastosowanie terapeutycznie od 

tysięcy lat i chociaż słyną głównie z tetrahydrokannabinolu (THC), to jest on tylko jednym z 

wielu fitokannabinoidów syntetyzowanych przez te rośliny [65]. Kannabidiol jest związkiem 

pochodzącym z Cannabis sativa, lecz jest on pozbawiony komponenty psychoaktywnej [66]. 

Badania wykazują, że jest on niezwykle obiecującym fitokannabinoidem ze względu na 
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doskonały profil bezpieczeństwa i wiele stwierdzonych potencjalnych efektów 

terapeutycznych, m.in. w leczeniu schorzeń neurologicznych. Co ciekawe, kannabidiol ma 

bardzo niskie powinowactwo do receptorów kannabinoidowych. Współdziała jednak z innymi 

złożonymi układami sygnałowymi zaliczanymi obecnie do endokannabinoidomu [67,68]. 

Poszczególne prace wykazały, że mechanizmy działania CBD mogą być powiązane z 

licznymi celami molekularnymi, m.in. z receptorami sprzężonymi z białkiem G, receptorami 

serotoninowymi, adenozynowymi, opioidowymi, czy receptorami aktywowanymi przez 

proliferatory peroksysomów γ (PPARγ). CBD może również prowadzić do hamowania 

FAAH, co docelowo powoduje wzrostu stężenia anandamidu w surowicy. Uważa się, że 

różnorodne cele molekularne kannabidiolu są w znacznym stopniu skorelowane z jego 

istotnym wpływem na wiele różnych szlaków sygnałowych [69]. Liczne badania in vitro 

jednoznacznie wykazały, że CBD prezentuje działanie antyapoptotyczne, antyzapalne i 

antyoksydacyjne jednocześnie prowadząc do hamowania procesów neurotoksycznych [74–

76]. Co więcej, wyniki badań na liniach komórkowych znalazły również potwierdzenie na 

licznych modelach zwierzęcych z jednoczesnym stwierdzeniem znacznej poprawy 

parametrów neurofizjologicznych m.in. pamięci przestrzennej, zdolności poznawczych i 

deficytów poznania społecznego po ekspozycji na kannabidiol [74,77–79]. Badanie 

prowadzone przez Libro i in. in vitro na mezenchymalnych komórkach macierzystych 

wykazało, że CBD może prowadzić do hamowania ekspresji GSK-3β, jednego z głównych 

elementów patogenezy choroby Alzheimera, poprzez intensyfikację sygnalizacji PI3K/Akt z 

jednoczesną regulacją w dół genów kodujących białka zaangażowane w tworzenie depozytów 

β-amyloidu i fosforylację białka tau [80]. Co więcej, badanie Ozaity i in. wykazało in vivo, że 

jeden z podstawowych fitokannabinoidów, tj. THC, może wykazywać właściwości 

neuroprotekcyjne również poprzez aktywację szlaku PI3K/Akt oraz hamowanie aktywności 

GSK-3β w mózgu myszy CD-1 [81]. Niektórzy badacze wykazują również, że kannabidiol 

może znaleźć szerokie zastosowanie w leczeniu poszczególnych chorób metabolicznych m.in. 

cukrzycy typu 2, czy powikłań cukrzycowych [82]. Zapobieganie zarówno chorobom 

metabolicznym i neurodegeneracyjnym jest niezwykle alarmującym, ogólnoświatowym 

problemem, gdyż liczba osób cierpiących na te choroby rośnie rokrocznie we wszystkich 

populacjach świata, a insulinooporność, cukrzycę typu 2 i chorobę Alzheimera można 

określić mianem współczesnych epidemii, które będą wymagały zastosowania innowatorskich 

terapeutyków. 
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Szczegółowe powiązanie chorób neurologicznych z układem endokannabinoidowym 

zostało przedstawione w pracy przeglądowej wchodzącej w skład rozprawy doktorskiej:  

Can Physical Activity Support the Endocannabinoid System in the Preventive and 

Therapeutic Approach to Neurological Disorders? 

Charytoniuk Tomasz, Zywno H, Konstantynowicz-Nowicka K, Berk K, Bzdega W, 

Chabowski A.: 2020, International Journal of Molecular Sciences 

 

Szczegółowe powiązanie chorób metabolicznych z układem endokannabinoidowym 

zostało przedstawione w pracy przeglądowej wchodzącej w skład rozprawy doktorskiej: 

The Endocannabinoid System and Physical Activity-A Robust Duo in the Novel Therapeutic 

Approach against Metabolic Disorders. 

Charytoniuk Tomasz, Zywno H, Berk K, Bzdega W, Kolakowski A, Chabowski A, 

Konstantynowicz-Nowicka K.: 2022, International Journal of Molecular Sciences 
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4. Cel pracy 

Rozpowszechnienie otyłości i powiązanych z nią insulinooporności oraz chorób 

neurodegeneracyjnych istotnie zwiększyło się w ciągu ostatnich dekad na całym świecie 

wśród różnych grup społecznych i etnicznych, stając się ogromnym obciążeniem zarówno dla 

systemów ochrony zdrowia, jak i ekonomii wielu krajów. Jednym z głównych mechanizmów 

prowadzących do rozwoju insulinooporności jest nadmierna, przekraczająca zdolności 

oksydacyjne komórek podaż kwasów tłuszczowych, które są następnie estryfikowane do 

różnych frakcji lipidowych m.in. sfingolipidów. Nadmierna wewnątrzkomórkowa akumulacja 

tej grupy lipidów prowadzi do istotnych zaburzeń w szlaku sygnałowym insuliny czego 

efektem jest rozwój nie tylko insulinooporności mięśni szkieletowych, ale również mózgowia 

co ma swoje konsekwencje, nie tylko w rozwoju chorób metabolicznych, ale także 

neurodegeneracyjnych, w tym także w rozwoju choroby Alzheimera. Pomimo, iż choroby te 

są bardzo rozpowszechnione we współczesnym świecie, wciąż brakuje skutecznych i 

bezpiecznych środków terapeutycznych. Badania wykazują, że fitokannabinoidy mogą 

stanowić niezwykle obiecujący rodzaj terapii, która potencjalnie może przyczynić się do 

niwelowania insulinooporności z jednoczesnym ograniczeniem jej niepomyślnych skutków 

zarówno w kontekście chorób metabolicznych, jak i neurodegeneracyjnych. Dlatego też 

zasadnym wydawało się określenie, czy kannabidiol, jeden z głównych fitokannabinoidów, 

poprzez zmiany w metabolizmie sfingolipidów tkanki mózgowej, wywoła korzystny wpływ 

na insulinooporność. Szczegółowe cele zrealizowanego projektu obejmowały: 

1. Ocenę wpływu kannabidiolu na zmiany zawartości poszczególnych frakcji 

sfingolipidów tj. sfingozyny, sfinganiny, ceramidu, sfingozyno-1-fosforanu, 

sfinaganino-1-fosforanu oraz sfingomieliny 

2. Ocenę wpływu kannabidiolu na zmiany ekspresji i fosforylacji białek ze szlaku 

sygnałowego insuliny w korze mózgowej szczurów karmionych dietą 

bogatotłuszczową 

3. Ocenę zależności pomiędzy zmianami ilości sfingolipidów a stopniem fosforylacji 

białek ze szlaku sygnałowego insuliny w korze mózgowej szczurów karmionych dietą 

bogatotłuszczową 

4. Ocena wpływu kannabidiolu na stopień fosforylacji białka tau, zaangażowanego w 

rozwój chorób neurozwyrodnieniowych, w korze mózgowej szczurów karmionych 

dietą bogatotłuszczową 

5. Ocena wpływu kannabidiolu na wybrane elementy endokannabinoidomu w korze 

mózgowej szczurów karmionych dieta bogatotłuszczową 
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5. Materiały i metody 

 

Szczegółowe omówienie materiałów i metod znajduje się w pracy oryginalnej, 

wchodzącej w skład rozprawy doktorskiej:  

Cannabidiol - A phytocannabinoid that widely affects sphingolipid metabolism under 

conditions of brain insulin resistance. 

Charytoniuk Tomasz, Sztolsztener Klaudia, Harasim-Symbor Ewa, Berk Klaudia, 

Chabowski Adrian, Konstantynowicz-Nowicka Karolina.:. 2021, Biomedicine & 

Pharmacotherapy. 

 

5.1 Model doświadczalny 

Badania zostały przeprowadzone na samcach szczurów szczepu Wistar o masie początkowej 

60-100 gramów. Zgoda na niniejsze badania została wydana przez lokalną Komisję Etyczną 

ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Olsztynie (nr zgody – 71/2018). Podczas trwania 

eksperymentu zwierzęta były przetrzymywane w pomieszczeniu o regulowanym cyklu 

dobowym (12 godzin dzień, 12 godzin noc), temperaturze (22°C ± 2) i wilgotności powietrza 

(35-60%), miały również zapewniony stały dostęp do wybranej paszy i wody. Po 7 dniach 

aklimatyzacji zwierzęta zostały losowo rozdzielone do czterech grup doświadczalnych, w 

każdej grupie znajdowało się po 10 osobników: 

I) grupa kontrolna, Control była karmiona standardową paszą dla gryzoni 

zawierającą 60% węglowodanów, 20% tłuszczu i 20% białka (Labofeed B, 

„Morawski”, Kcynia, Polska) oraz przez ostatnie 2 tygodnie eksperymentu 

otrzymywała dootrzewnowe iniekcje rozpuszczalnika substancji czynnej 

składającego się z etanolu/Tween20/0,9%NaCl w stosunku 1:1:8 oraz dawce 1 

ml/kg masy ciała na dzień, 

II) grupa HFD, w której insulinooporność była indukowana poprzez podawanie diety 

bogatotłuszczowej (HFD) zawierającej 60% tłuszczu, 20% węglowodanów i 20% 

białka (Research Diets, New Brunswick, NJ, USA) oraz otrzymywała przez 

ostatnie 2 tygodnie eksperymentu dootrzewnowe iniekcje rozpuszczalnika 

substancji czynnej składającego się z etanolu/Tween20/0,9%NaCl w stosunku 

1:1:8 oraz dawce 1 ml/kg masy ciała na dzień, 
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III) grupa CBD była karmiona standardową paszą dla gryzoni oraz otrzymywała 

dootrzewnowe iniekcje CBD (10 mg/kg masy ciała/dzień) raz dziennie o tej samej 

porze przez ostatnie 14 dni (6 i 7 tydzień) eksperymentu, 

IV) grupa HFD+CBD, w której insulinooporność była indukowana poprzez 

podawanie diety bogatotłuszczowej (HFD) oraz otrzymywała dootrzewnowe 

iniekcje CBD (10 mg/kg masy ciała/dzień) raz dziennie o tej samej porze przez 

ostatnie 14 dni (6 i 7 tydzień) eksperymentu. 

 

W powyższych warunkach zwierzęta ze wszystkich grup były hodowane łącznie przez 7 

tygodni. Pod koniec eksperymentu szczury usypiane były poprzez wziewne podanie 

izofluranu, a następnie od uśpionych zwierząt zostały pobrane próbki kory mózgowej.  

Fragmenty przedczołowej kory mózgowej zostały wyizolowane, a następnie zamrożone w 

ciekłym azocie (-196°C) bezpośrednio po pobraniu i przechowywane w temperaturze -80°C 

do dalszej analizy.  

Droga podania CBD, tj. droga dootrzewnowa, oraz dawka zostały wybrane na podstawie 

analizy danych literaturowych, które wykazały, że iniekcje dootrzewnowe nie powodowały 

powstawania psychoaktywnych pochodnych CBD, takich jak Δ9-THC i Δ8-THC, które były 

obecne po podaniu doustnym, a dawka 10mg/kg masy ciała była efektywna [83]. 

 

Szczegółowe badania objęły ocenę: 

• stopnia ekspresji enzymów i receptorów endokannabinoidomu tj. receptora 

kannabinoidowego typu I (CB1R), hydrolazy amidów kwasów tłuszczowych 1 

(FAAH1), receptora sprzężonego z białkiem G55 (GPR55), receptora 

waniloidowego 1 (VR1), receptorów aktywowanych przez proliferatory 

peroksysomów α, β, γ (PPAR α, β, γ), receptora serotoninowego 1A (HTR1A) 

metodą Western Blot; 

• całkowitej ekspresji białek i ich fosforylowanych form zaangażowanych w szlak 

sygnałowy insuliny tj. substratu 1 receptora insuliny i jego fosforylowanej formy 

(IRS-1, pIRS-1 (S302)), kinazy białkowej B i jej fosforylowanych form (Akt, 

pAkt (S473), pAkt (Thr305), pAkt (Thr308), pAkt (S472, S473, S474)), kinazy 

syntazy glikogenu 3α i jej fosforylowanych form (GSK-3α, pGSK-3α (Ser21), 

pGSK-3α (Tyr279)), kinazy syntazy glikogenu 3α i jej fosforylowanych form 

(GSK-3 β, pGSK-3β (Ser9), pGSK-3β (Tyr216) metodą Western Blot; 
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• tkankowego stężenia poszczególnych sfingolipidów tj. sfingozyny (SFO), sfingozyno-

1-fosforanu (S1P), sfinganiny (SFA), sfinganino-1-fosforanu (SA1P) i ceramidu 

(CER) metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC); 

• tkankowego stężenia sfingomieliny (SM) metodą chromatografii gazowej (GLC) 

• całkowitej ekspresji poszczególnych enzymów zaangażowanych w metabolizm 

sfingolipidów tj. palmitoilotransferazy serynowej 1 i 2 (SPTLC1, SPTLC2), 

syntazy ceramidu 4 i 6 (LASS4, LASS6), ceramidazy kwaśnej (ASAH1), 

ceramidazy obojętnej (ASAH2), ceramidazy zasadowej (PHCA), sfingomielinazy 

obojętnej (N-SMase) metodą Western Blot; 

• całkowitej ekspresji białka Tau (ang. tubulin associated unit) i jego 

fosforylowanych form zaangażowanych w choroby neurozwyrodnieniowe tj. pTau 

(S202), pTau (S396), pTau (S404), pTau (S416) metodą Western Blot; 

 

5.2 Analiza całkowitej ekspresji wybranych białek metodą Western blot 

Próbki kory mózgowej zostały zhomogenizowane przy użyciu homogenizatora ręcznego w 

temperaturze 4°C w buforze lizującym RIPA (radioimmunoprecipitation assay buffer) 

zawierającym inhibitory fosfataz i proteaz (Roche, Szwajcaria), a następnie próbki z lizatem 

były odwirowywane przy 12000 obr./min przez 20 min w 4°C. W uzyskanym supernatancie 

oznaczono całkowite stężenie białka wykorzystując kwas bicynchoninowy (BCA). Następnie 

przeprowadzono elektroforetyczny rozdział białek w 10% żelu poliakrylamidowym (Criterion 

TGX Stain-Free Precast Gel, Bio-Rad, USA), w którym po ekspozycji na światło 

ultrafioletowe (UV) tryptofan obecny w próbkach białek tworzy fluorescencyjny produkt 

poddawany transferowi na błony nitrocelulozowe lub błony z polifluorku winylidenu (PVDF). 

Następnie fluorescencyjne białko całkowite obecne na błonie jest wykrywane za pomocą 

urządzenia do obrazowania charge-coupled device (CCD) i oświetlenia UV. W celu 

zablokowania niespecyficznych wiązań i tym samym zapobiegnięciu niespecyficznemu 

łączeniu przeciwciał membrany inkubowano w 5% roztworze surowiczej albuminy bydlęcej 

(bovine serum albumin, BSA) lub w 5% roztworze odtłuszczonego mleka w proszku 

rozpuszczonych w buforze TBST (Tris-Buffered Saline with Tween 20) i poddano całonocnej 

inkubacji z odpowiednimi przeciwciałami I-rzędowymi. Po inkubacji i 3-krotnym 

przepłukaniu membran buforem TBST, zostały one poddane godzinnej inkubacji z 

odpowiednim II-rzędowym przeciwciałem anty-IgG znakowanym peroksydazą chrzanową 

(HRP). W celu zobrazowania na membranie miejsc wiązania znakowanych przeciwciał 
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wykorzystano chemiluminescencyjny substrat (Clarity Western ECL Substrate, Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA), a następnie otrzymane sygnały odczytano densytometrycznie w 

systemie do wizualizacji ChemiDoc (Image Laboratory Software, Bio-Rad, Warszawa, 

Polska). Uzyskany obraz badanego białka i białka całkowitego był nakładany na siebie w 

systemie ImageLab w celu normalizacji ekspresji białka.  

 

5.3 Analiza stężenia sfingolipidów w korze mózgowej 

Do pomiaru stężenia poszczególnych sfingolipidów tj. sfingozyny, sfingozyno-1-fosforanu, 

sfinganiny, sfinganino-1-fosforanu i ceramidu zastosowano metodę wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej. Sfingolipidy zostały wyekstrahowane z zsonifikowanych próbek 

kory mózgowej przy użyciu roztworu metanolu z kwasem solnym w obecności standardów 

wewnętrznych (C17-sfingozyny i C17-sfingozyno-1-fosforanu). Ilość sfingozyno-1-fosforanu 

i sfinganino-1-fosforanu oznaczono metodą pośrednią po defosforylacji odpowiednio 

sfingozyny i sfinganiny z użyciem fosfatazy alkalicznej (ALP, Sigma Aldrich, Saint Louis, 

MO, USA). Niewielką ilość wyekstrahowanych lipidów przeniesiono do nowej probówki 

zawierającej N-palmitoilo-D-erytro-sfingozynę (zasada C17) jako standard wewnętrzny, a 

następnie poddano hydrolizie alkalicznej w celu konwersji ceramidu do sfingozyny. 

Sfingozyna, sfinganina i defosforylowane zasady sfingoidowe pochodzące z ceramidu zostały 

poddane procesowi derywatyzacji i następnie przekształcone do ich o-ftalaldehydowych 

pochodnych i następnie zanalizowane za pomocą systemu HPLC (Varian ProStar, Agilent 

Technologies, Santa Clara USA) wyposażonego w detektor fluoroscencyjny i kolumnę w 

układzie faz odwróconych C18. Stężenie sfingolipidów zostało przedstawione w pikomolach 

na miligram tkanki. 

 

5.4 Analiza stężenia sfingomieliny w korze mózgowej 

W celu oceny stężeń sfingomieliny (SM) lipidy były ekstrahowane przy pomocy mieszaniny 

roztworów chloroform/metanol w stosunku objętościowym 2:1 zgodnie z metodą Folcha [84]. 

Sfingomielina została oddzielona od innych wyekstrahowanych fosfolipidów za pomocą 

chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Następnie poszczególne frakcje kwasów 

tłuszczowych poddano transmetylacji w 14% metanolowym roztworze trójfluorku boru, a 

następnie rozpuszczono w heksanie. Zawartość poszczególnych estrów metylowych kwasów 

tłuszczowych (FAME, fatty acid methyl esters) została oznaczona zgodnie z czasami retencji 

odpowiedniego standardu metodą chromatografii gazowej (GLC; chromatograf gazowy 
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Helwett-Packard 5890 Series II wyposażony w kolumnę kapilarną Hewlett-Packard-

INNOWax oraz detektor płomieniowo-jonizujący, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA). Całkowite stężenie SM została zmierzona jako suma poszczególnych frakcji kwasów 

tłuszczowych i wyrażona w pikomolach na miligram tkanki. 

5.5 Analiza statystyczna 

Wszystkie dane przedstawiono jako wartość średnią ± odchylenie standardowe (SD). W 

analizie statystycznej zastosowano test Shapiro-Wilka oraz test Bartletta celem zapewnienia 

rozkładu normalnego i jednorodności wyników. Różnice statystyczne pomiędzy badanymi 

grupami analizowano za pomocą dwuczynnikowej analizy wariancji (two-way ANOVA), a 

następnie odpowiedniego testu post hoc (test Tukeya i test t-Studenta). W analizie 

wykorzystano oprogramowanie GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, USA). Za poziom istotności 

statystycznej uznano p < 0,05. 
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6. Wyniki 

 

Szczegółowe omówienie uzyskanych wyników znajduje się w pracy oryginalnej, 

wchodzącej w skład rozprawy doktorskiej:  

Cannabidiol - A phytocannabinoid that widely affects sphingolipid metabolism under 

conditions of brain insulin resistance. 

Charytoniuk Tomasz, Sztolsztener Klaudia, Harasim-Symbor Ewa, Berk Klaudia, 

Chabowski Adrian, Konstantynowicz-Nowicka Karolina.:. 2021, Biomedicine & 

Pharmacotherapy. 

 

W opisie wyników wykorzystano odniesienia do figur zamieszczonych w wyżej 

wymienionej publikacji. 

 

6.1 Wpływ kannabidiolu na stężenie sfingolipidów  

Stężenie sfingozyny (SFO) w homogenatach kory mózgowej istotnie wzrosło w przypadku 

grupy karmionej dietą bogatotłuszczową (+29,2%, p < 0,01, ryc. 1A) i grupy, która miała 

podawany kannabidiol (+62,7%, p < 0,01, ryc. 1A) w porównaniu do grupy kontrolnej. 

Ponadto w eksperymencie zaobserwowano znaczne zmniejszenie zawartości SFO w grupie 

HFD + CBD (-31,6%, p < 0,001, ryc. 1A) w porównaniu z grupą HFD. Podobnie poziom 

sfinganiny (SFA) wzrósł wyraźnie w grupach HFD (+20,4%, p < 0,05, Ryc. 1B) i CBD 

(+50,2%, p < 0,01, Ryc. 1B) w porównaniu z grupą kontrolną. Zauważyliśmy istotne 

zmniejszenie stężenia sfinganiny jedynie w grupie HFD + CBD (- 28,2%, p < 0,01, Ryc. 1B) 

w porównaniu z grupą karmioną dietą bogatotłuszczową. Podanie CBD istotnie zmniejszyło 

zawartość ceramidu w korze mózgowej u szczurów z grupy HFD (-14,3%, p < 0,05, Ryc. 

1C). Co więcej, zaobserwowaliśmy istotny wzrost CER w grupie HFD (+18,9%, p < 0,05, 

Ryc. 1C) w stosunku do grupy kontrolnej. U szczurów z grupy CBD wykazaliśmy istotnie 

zwiększoną zawartość sfingozyno-1-fosforanu w stosunku do grupy kontrolnej, jak również w 

porównaniu z grupą szczurów karmionych dietą bogatotłuszczową (odpowiednio +65,2%, 

+53,9%; p < 0,05, ryc. 1D). We wszystkich grupach doświadczalnych zmiana zawartości 

SA1P nie osiągnęła istotności statystycznej (ryc. 1E). W przypadku sfingomieliny w 

porównaniu z homogenatami mózgu uzyskanymi od szczurów z grupy kontrolnej i 

karmionych dietą bogatotłuszczową, zaobserwowaliśmy znaczny wzrost zawartości tego 
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sfingolipidu w grupie CBD (odpowiednio +13,4%, +17,1%; p < 0,05, ryc. 1F) i HFD + CBD 

(odpowiednio +9,9%, p < 0,05; +13,5%, p < 0,01, rys. 1F). 

6.2 Wpływ kannabidiolu na ekspresję enzymów szlaku syntezy de novo ceramidu oraz 

enzymów wspólnych dla szlaku de novo i ratunkowego 

W korze mózgowej szczurów zaobserwowaliśmy istotne zmiany w ekspresji 

palmitoilotransferazy serynowej 1 i 2. Odnotowaliśmy istotny spadek ekspresji SPTLC1 w 

grupie CBD (-24,4%, p < 0,01, Ryc. 2A) oraz w grupie CBD+HFD (-29,5%, p<0,05, Ryc. 2 

A) w porównaniu z grupą kontrolną i w grupie CBD (-13,8%, p < 0,05, ryc. 2A) w 

porównaniu z grupą HFD. Podanie dootrzewnowe CBD u szczurów karmionych dietą 

bogatotłuszczową spowodowało zmniejszenie ekspresji SPTLC2 w porównaniu z grupą 

kontrolną i HFD (odpowiednio – 28,7%, p < 0,01; – 18,6%, p < 0,05, ryc. 2B). Co więcej, 

dieta bogatotłuszczowa z iniekcjami CBD spowodowała znaczne zmniejszenie ekspresji 

syntazy ceramidowej 6 (LASS6) (−40,0%, p < 0,05, ryc. 2C) w porównaniu z grupą kontrolną 

oraz (-22,0%, p < 0,01, ryc. 2C) grupą HFD. Zaobserwowaliśmy znaczne zahamowanie 

ekspresji syntazy ceramidowej 4 (LASS4) w grupie CBD i HFD+CBD w porównaniu z grupą 

kontrolną (CBD: -21,9%, HFD + CBD: − 24,4%, p < 0,05, Ryc. 2D) i grupą HFD (CBD: -

23,9%,HFD+CBD:- 26,4%,p<0,05,Rys.2D). 

 

6.3 Wpływ kannabidiolu na ekspresję enzymów zaangażowanych w metabolizm 

ceramidu 

We wszystkich badanych grupach nie wykazaliśmy istotności statystycznej w zmianach 

ekspresji ceramidazy kwasowej (ASAH1) (ryc. 3A). Zaobserwowaliśmy trend w kierunku 

zmniejszenia ekspresji ceramidazy neutralnej (ASAH2) (CBD vs HFD: p = 0,1357, Ryc. 3B) i 

ceramidazy zasadowej (PHCA) (HFD vs kontrola: p = 0,1924, CBD vs kontrola: p = 0,0717, 

ryc. 3C), jednak również nie osiągnęliśmy istotności statystycznej. Co istotne, iniekcje CBD 

znacznie zmniejszyły ekspresję neutralnej sfingomielinazy (N-SMazy) w porównaniu z grupą 

kontrolną (-38,6%, p < 0,05, ryc. 3D). Ponadto, w porównaniu ze szczurami, którym 

podawano dietę HFD, zaobserwowaliśmy istotny wzrost ekspresji N-SMazy w grupie HFD + 

CBD (+99,0%, p < 0,05, Ryc. 3D). Ekspresja kinazy sfingozyny 1 (SPHK1) była obniżona w 

grupie CBD w porównaniu z grupą kontrolną (-35,9%, p < 0,05, Ryc. 3E) oraz w grupie 

CBD+HFD w porównaniu z grupą kontrolną i HFD (- 53,5%, − 44,2%, p < 0,01, Ryc. 3E). 

Zaobserwowaliśmy również znaczące zmniejszenie ekspresji kinazy sfingozyny 2 (SPHK2) 

po podaniu CBD w grupie HFD (-37,7%, p < 0,05, ryc. 3F) w porównaniu z grupą kontrolną i 

(-18,6%, p < 0,05, rys. 3F) grupą HFD. 
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6.4 Wpływ kannabidiolu na ekspresję białek zaangażowanych w szlak sygnałowy 

insuliny 

W korze mózgowej szczurów karmionych dietą bogatotłuszczową wykazaliśmy znaczny 

wzrost współczynnika fosforylacji białek bezpośrednio zaangażowanych w szlak sygnałowy 

insuliny, wyrażony w stosunku formy fosforylowanej kinazy białkowej B tj. pAkt (Thr305) 

do całkowitej Akt (+362,4%, p < 0,001, Rys. 4A), współczynnika pAkt(Thr308):Akt 

(+52,6%, p<0,05, Rys. 4B), współczynnika pAkt(S472,S473,S474):Akt (+140,8%, p < 0,001, 

Rys. 4C) oraz formy fosforylowanej kinazy syntazy glikogenu-3α i 3β tj. pGSK-3α(Tyr279) 

do GSK-3α/β (+25,0%, p < 0,05, Ryc. 4G) i współczynnika pGSK-3β(Tyr216):GSK-3α/ β 

(+71,1%, p < 0,001, Ryc. 4I) w porównaniu ze szczurami z grupy kontrolnej. Z kolei 

podawanie HFD spowodowało wyraźne zmniejszenie współczynnika fosforylacji pGSK-

3α(Ser21):GSK-3α /β (- 37,6%, p < 0,001, ryc. 4F, vs grupa kontrolna) i współczynnika 

pGSK-3β(Ser9):GSK-3α/β (- 80,8%, p < 0,001, ryc. 4B, vs grupa kontrolna). W warunkach 

diety bogatotłuszczowej wstrzyknięcie CBD spowodowało znaczny spadek współczynnika 

pGSK-3α(Tyr279):GSK-3α/β (-22,0% i -37,0%, p < 0,001, ryc. 4G, vs grupa kontrolna i 

HFD) oraz współczynnika pGSK-3β(Tyr216):GSK-3α/β (−32,8%, p < 0,05, ryc. 4I, vs grupa 

HFD). Co więcej, w grupie HFD+CBD zauważyliśmy znaczny wzrost współczynnika 

fosforylacji Akt(Thr305) (+204,6%, p < 0,01, Ryc. 4A), Akt(S472,S473,S474) (+158,7% , p 

< 0,01, Ryc. 4C) w porównaniu do grupy kontrolnej i wzrost współczynnika fosforylacji 

GSK-3α(Ser21) (+38,2%, p < 0,001, Ryc. 4F), GSK-3β (Ser9) (+481,6% , p < 0,001, Fig. 4H) 

w porównaniu do grupy HFD. Jednocześnie ekspozycja na CBD powodowała znaczne 

zmniejszenie współczynnika fosforylacji Akt(Thr305) (- 70,3%, p < 0,001, Rys. 4A), 

Akt(S472,S473,S474) (- 34,1%, p < 0,05, ryc. 4C), Akt(S473) (- 36,0%, p < 0,01, ryc. 4D), 

GSK-3α (Tyr279) (- 23,5%, p < 0,05, ryc. 4G) i GSK-3β (Tyr216) (-28,1%, p < 0,05, ryc. 4I) 

w porównaniu do grupy HFD. CBD również spowodował zwiększenie współczynnika 

pAkt(S472,S473,S474):Akt (+58,7%, p < 0,05, ryc. 4C, w porównaniu z grupą kontrolną), 

pGSK-3α(Ser21):GSK-3α/β (+25,2%, p < 0,05, Ryc. 4F, vs. grupa HFD) i zwiększenie 

współczynnika pGSK-3β(Ser9):GSK-3α/β (+288,3%, p < 0,001, Ryc. 4H, vs. grupa HFD). W 

grupie otrzymującej CBD w porównaniu ze szczurami z grupy kontrolnej zauważyliśmy 

znaczny spadek współczynnika fosforylacji pAkt(S473):Akt (−38,4%, p < 0,01, ryc. 4D). Co 

ciekawe, poziom zmian współczynnika formy fosforylowanej substratu receptora insuliny-1 
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tj. pIRS-1 (S302) do IRS-1 nie osiągnął istotności statystycznej we wszystkich badanych 

grupach (ryc. 4E). 

 

6.5 Wpływ kannabidiolu na ekspresję białka Tau 

Karmienie szczurów dietą bogatotłuszczową spowodowało znaczny wzrost współczynnika 

fosforylacji wyrażony w stosunku formy fosforylowanej białka Tau, tj. pTau(S202) (+23,9%, 

p < 0,001, ryc. 5A), pTau(S396) (+17,6%, p < 0,0001, ryc. 4B), pTau(S404) (+20,0%, p < 

0,0001, ryc. 5C) i pTau(S416) (+23,5%, p < 0,05, ryc. 5D) do formy nieufosforylowanej 

białka Tau. Po podaniu CBD szczury karmione dietą bogatotłuszczową wykazały znaczne 

zmniejszenie współczynnika fosforylacji pTau(S202):Tau (-22,8%, p < 0,001, Ryc. 4A), pTau 

(S396):Tau (- 13,5%, p < 0,05, Ryc. 4B) i pTau(S416):Tau (-16,5%, p < 0,05, Ryc. 4D) w 

porównaniu z grupą kontrolną. Fosforylacja pTau(S396) wzrosła w grupie CBD w stosunku 

do grupy kontrolnej oraz HFD (odpowiednio +41,0% i +19,9%; p < 0,01, Rys. 5B). 

Podawanie CBD znacząco zmniejszyło fosforylację pTau(S416) u szczurów z grupy 

kontrolnej (-18,4%, p < 0,05, ryc. 5D, w porównaniu z grupą HFD). 

 

6.6 Wpływ kannabidiolu na ekspresję wybranych składowych endokannabinoidomu 

kory mózgowej 

We wszystkich grupach zmiana ekspresji receptora CB1 i receptora VR1 nie osiągnęła 

istotności statystycznej (ryc. 6A i B). Podawanie diety bogatotłuszczowej spowodowało 

znaczny spadek ekspresji PPARα i PPARγ (odpowiednio − 37,8% i − 26,3%, p < 0,05, ryc. 

6F i H) oraz znaczny wzrost ekspresji 5-HTR1A (+59,0%, p < 0,05, Fig. 6C). Co ciekawe, 

zauważyliśmy znaczne zmniejszenie ekspresji 5-HTR1A u szczurów, którym podawano CBD 

karmionych dietą standardową (CBD: − 36,3%, p < 0,05; ryc. 6C) oraz karmionych dietą 

bogatotłuszczową (HFD + CBD: − 58,3%, p < 0,001; ryc. 6C) w porównaniu z grupą 

kontrolną oraz (CBD: - 59,9%, p < 0,01; HFD + CBD: - 73,8%, p < 0,001; Ryc. 6C) grupą 

HFD. Po podaniu CBD ekspresja PPARγ zmniejszyła się u szczurów z grupy kontrolnej (- 

23,7%, p < 0,05, ryc. 6H, w porównaniu z grupą kontrolną) i wzrosła w trakcie karmienia 

dietą bogatotłuszczową (+30,3%, p < 0,05, ryc. 6H, w porównaniu z grupą HFD). Co więcej, 

ekspresja PPARα wzrosła w grupie CBD (+33,0%, p < 0,05, Rys. 6F) w porównaniu z grupą 

HFD. W porównaniu ze szczurami z grupy kontrolnej, zaobserwowaliśmy zmniejszoną 

ekspresję receptora GPR55 w grupie HFD + CBD (-30,4%, p < 0,05, ryc. 6D). Zmiana 

ekspresji FAAH1 i receptora PPARβ nie osiągnęła istotności statystycznej we wszystkich 

badanych grupach (ryc. 6E i G). 
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7. Wnioski 

Z przeprowadzonych badań wynika, iż: 

1. Podanie kannabidiolu w zwierzęcym modelu insulinooporności indukowanej dietą 

bogatotłuszczową, prowadzi do obniżenia zawartości ceramidu, sfingozyny i 

sfinganiny poprzez hamowanie zarówno enzymów szlaku syntezy de novo ceramidu, 

jak i enzymów ze szlaku ratunkowego (ang. salvage pathway) w korze mózgowej 

szczurów. 

2. Zastosowanie kannabidiolu w wyżej wymienionych warunkach powoduje inaktywację 

kinazy syntazy glikogenu 3 α/β poprzez obniżenie współczynnika fosforylacji GSK-3 

przy specyficznych resztach tyrozynowych odpowiednio w pozycji 279 i 216 (Tyr279 

i Tyr216) oraz wzrost współczynnika fosforylacji przy specyficznych resztach 

serynowych w pozycji 21 i 9 (Ser21 i Ser9), a tym samym skutkuje zmniejszeniem 

stopnia insulinooporności kory mózgowej. 

3. Równocześnie wyżej wspomniane zmniejszenie stopnia insulinooporności kory 

mózgowej było powiązane ze spadkiem akumulacji sfingolipidów. 

4. Zastosowanie kannabidiolu w warunkach reżimu diety bogatotłuszczowej 

spowodowało także wzrost ekspresji PPARγ i zmniejszenie fosforylacji białka tau, co 

w dalszej konsekwencji, prawdopodobnie doprowadza do zmniejszenia produkcji i 

odkładania depozytów β-amyloidu, a tym samym ukazuje potencjalne wykorzystanie 

kannabidiolu w terapii chorób neurodegeneracyjnych. 

5. Dodatkowo podanie kannabidiolu spowodowało znaczny spadek ekspresji receptora 

serotoninowego 1A (HTR1A), który jest pośrednio zaangażowany w rozwój stresu 

oksydacyjnego, utratę neuronów i pogorszenie pamięci w zwierzęcych modelach 

choroby Alzheimera. Mimo tego, iż rola HTR1A w insulinooporności mózgowia nie 

została jeszcze dobrze poznana, powiązanie CBD z receptorem HTR1A może 

stanowić kolejny istotny element poszukiwań nowych metod leczenia chorób 

neurodegeneracyjnych. 
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8. Publikacja nr 1 
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9. Publikacja nr 2 
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10. Publikacja nr 3 
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11. Streszczenie w języku polskim 

Współcześnie choroby metaboliczne, m.in. otyłość i cukrzyca typu 2 (T2DM), należą do 

najczęstszych jednostek klinicznych, które powszechnie występują w różnych populacjach. 

Otyłość, jak i powiązane z nią inne zaburzenia metaboliczne stanowią poważne zagrożenie 

zdrowotne na całym świecie i mogą być uważane za ogólnoświatową epidemię. 

Insulinooporność (IR) definiowana jako stan nieprawidłowego funkcjonowania szlaku 

sygnałowego insuliny zarówno w tkankach obwodowych, m.in. wątrobie, czy mięśniach 

szkieletowych, jak i ośrodkowym układzie nerwowym, m.in. w korze mózgu, jest jednym z 

głównych czynników prowadzących do rozwoju chorób metabolicznych. Po raz pierwszy 

zdefiniowana jako główny regulator obwodowego stężenia glukozy, insulina została również 

uznana za czynnik pełniący istotną rolę w przewodnictwie synaptycznym, regulowaniu 

procesów pamięciowych i procesach poznawczych.  

Choroba Alzheimera stanowi najczęstszy typ otępienia powodujący jego ok. 60-70% 

przypadków. W 2020 roku liczba pacjentów cierpiących na choroby otępienne na całym 

świecie wynosiła około 55 milionów. Rozwój ogólnoustrojowej oporności na insulinę i 

osłabienie szlaku sygnałowego insuliny w mózgu są wspólnymi cechami choroby Alzheimera 

(AD), T2DM i otyłości. W ostatnich latach, wykazano istotną korelację pomiędzy rozwojem 

insulinooporności mózgowia, cukrzycy typu 2 i otępienia w licznych badaniach 

podstawowych, a także w próbach klinicznych.  

Insulinooporność i T2DM są istotnie powiązane z nadmierną zawartością sfingolipidów, klasy 

lipidów, która poza istotną funkcją strukturalną w obrębie błon komórkowych, jest również 

zaangażowana w szlaki sygnalizacji wewnątrzkomórkowej. Niektóre badania wykazały, że 

zaburzenia szlaku sfingolipidowego mogą przyczyniać się do rozwoju nie tylko 

insulinooporności, ale także chorób neurodegeneracyjnych poprzez zmiany w fosforylacji 

białka tau. Uważa się, że zmiany w metabolizmie sfingolipidów mogą stanowić unikalną 

strategię leczenia zarówno zaburzeń metabolicznych, jak i neurodegeneracyjnych. 

Dane z licznych badań wskazują również na istotną korelację pomiędzy układem 

endokannabinoidowym, kluczowym regulatorem homeostazy energetycznej, a rozwojem 

patologii metabolicznych m.in. otyłości, cukrzycy typu 2 (T2DM). Szlak 

endokannabinoidowy obejmuje głównie receptory sprzężone z białkiem G, znane jako 

receptory kannabinoidowe typu 1 i 2 (CB1R i CB2R) oraz endogennych agonistów tych 

receptorów, znanych jako endokannabinoidy, głównie anandamid (AEA) i 2-

arachidonoiloglicerol (2-AG). Wiadomo, że CB1R znajduje się głównie w obrębie mózgowia, 

podczas gdy ekspresja CB2R zachodzi głównie w komórkach układu odpornościowego. 
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Dotychczas wiele badań wykazało, że kannabidiol (CBD), niepsychoaktywny związek 

pochodzenia roślinnego i jednocześnie rdzeń tego projektu, wykazuje istotne właściwości 

neuroprotekcyjne. 

W celu oceny wpływu kannabidiolu na metabolizm sfingolipidów, insulinooporność i jej 

następstwa, badania przeprowadzono na samcach szczurów rasy Wistar. Otyłość i 

insulinooporność wywołano poprzez karmienie zwierząt dietą bogatotłuszczową (HFD) przez 

7 tygodni. Szczury podzielono i losowo przydzielono do czterech grup – (1) grupa kontrolna 

karmiona standardową paszą dla gryzoni, (2) grupa HFD karmiona dietą bogatotłuszczową, 

(3) grupa CBD z dootrzewnowymi iniekcjami kannabidiolu karmiona standardową paszą dla 

gryzoni, (4) grupa HFD+CBD karmiona dietą bogatotłuszczową z dootrzewnowymi 

iniekcjami kannabidiolu. W badaniu zastosowano różne techniki analityczne, m.in. Western 

Blot, wysokosprawną chromatografię cieczową i chromatografię gazową. 

Badanie wykazało, że kannabidiol w zwierzęcym modelu insulinooporności, indukowanej 

dietą bogatotłuszczową, prowadzi do znacznych zmian w zawartości głównych sfingolipidów, 

takich jak ceramid, sfingozyna, sfinganina i sfingomielina w obrębie kory mózgowej 

szczurów. Fitokannabinoid ten w istotny sposób zmodyfikował główne szlaki 

sfingolipidpowe w warunkach diety bogatotłuszczowej, tj. syntezy de novo ceramidów oraz 

szlak ratunkowy. Ponadto wykazano, że CBD można uznać za istotny czynnik prowadzący do 

zmniejszenia insulinooporności kory mózgowej, a także fosforylacji białka tau, tj. dwóch 

istotnych czynników predysponujących do rozwoju chorób neurodegeneracyjnych, w tym 

choroby Alzheimera. 

Przeprowadzone badania przedstawiły szczegółową ocenę działania kannabidiolu na różne 

elementy metabolizmu tkanki mózgowej. Oryginalność tego projektu potęguje fakt, że 

zapobieganie zarówno chorobom metabolicznym, jak i neurodegeneracyjnym jest niezwykle 

istotną kwestią, gdyż liczba pacjentów cierpiących na te choroby rośnie z roku na rok w 

różnych populacjach. Jak dotąd nieliczne publikacje wykazały wpływ fitokannabinoidów na 

metabolizm glukozy i lipidów w obrębie tkanki mózgowej. Dlatego wydaje się, że badania te 

będą stanowiły podstawę do stworzenia nowego podejścia terapeutycznego ze związkami 

pochodzącymi z konopi indyjskich, a być może w kolejnych latach substancje te będą 

uważane za istotne związki w kontekście wspomagania leczenia chorób zarówno 

metabolicznych, jak i neurodegeneracyjnych. 
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12. Streszczenie w języku angielskim 

Nowadays, metabolic pathologies, e.g., obesity or type 2 diabetes mellitus are one of the 

major medical concerns that widely occur among different populations. Consequently, 

obesity and its associated disorders constitute a serious threat to global health and might be 

considered as a worldwide epidemic. Insulin resistance, a condition with impaired insulin 

action and response in both peripheral tissues, e.g. liver or skeletal muscles, and central 

nervous system, e.g. brain cortex, is one of the major factors leading to the development of 

metabolic disorders. First defined as a main regulator of peripheral glucose concentration, 

insulin also was recognized as a key factor in synaptic transmission, memory and other 

cognitive processes.  

Alzheimer’s disease (AD) is a chronic neurodegenerative disease that is the most common 

type of dementia causing 60–70% of dementia cases. In 2020, the global number of patients 

who suffered from dementia was about 55 million. The development of systemic insulin 

resistance and attenuated brain insulin signaling are common features of AD, T2DM and 

obesity. A substantial correlation between brain IR, type 2 diabetes mellitus and dementia 

with cognitive impairment was widely demonstrated in numerous basic studies, including 

clinical trials.  

Insulin resistance and T2DM are associated with higher tissue concentration of 

sphingolipids, a class of lipids that, in addition to having an important structural function in 

cellular membranes, are also known to be widely involved in intracellular signaling 

pathways. Moreover, certain research, both in vitro and in vivo, as well as clinical trials 

showed that disturbances in the sphingolipid pathway may contribute to the development of 

not only insulin resistance, but also neurodegenerative disorders via alterations in the 

phosphorylation of tau protein. It is believed that changes in metabolism of sphingolipids 

may provide a unique treatment strategy for both metabolic and neurological disorders.  

Data from numerous studies indicated a substantial correlation between the 

endocannabinoid system (ECS), a key regulator of energy homeostasis, and the 

development of metabolic pathologies e.g. obesity, type 2 diabetes mellitus (T2DM). The 

endocannabinoid pathway includes elementarily G-protein-coupled receptors, known as 

cannabinoid receptor type 1 and 2 (CB1R and CB2R) and the endogenous agonists of these 

receptors, known as endocannabinoids, mainly anandamide (AEA) and 2-

arachidonoylglycerol (2-AG). It is known that the CB1 receptor is predominantly found in 

the brain, whereas CB2 principally expressed on the cells of the immune system. 
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Cannabidiol (CBD), a non-psychoactive Cannabis plant-derived compound and a core of 

this project, was widely found to show neuroprotective properties. 

In order to assess the outcomes of cannabidiol effect on sphingolipids metabolism, insulin 

resistance, and its aftermath, this project was carried out on male Wistar rats. An obesity 

and insulin resistance in this animal model was induced by feeding animals with a high fat 

diet (HFD) for a period of 7 weeks. The rats were divided and randomly assigned to four 

groups – (1) Control group fed with a standard chow for rodents, (2) HFD group fed with a 

high fat diet, (3) CBD group treated with cannabidiol with standard chow feeding (4) 

HFD+CBD group fed with high fat diet feeding. In this project different analytical 

techniques, including Western Blot, high performance liquid chromatography, and gas 

liquid chromatography, were used. 

This study demonstrated that cannabidiol in an animal model of high-fat diet-induced 

obesity leads to significant changes in the content of the major sphingolipids such as 

ceramide, sphingosine, sphinganin and sphingomyelin in the brain cortex of insulin resistant 

Wistar rats. The main routes affected by this phytocannabinoid, under condition of high-fat 

diet, were ceramide de novo synthesis and the salvage pathway. Moreover, we indicated 

innovatively that CBD might be considered as an essential factor that leads to the reduction 

of brain insulin resistance, as well as tau protein phosphorylation, two essential factors 

predisposing to the occurrence of neuropathologies, e.g. Alzheimer’s disease. 

The proposed research introduced a comprehensive assessment of cannabidiol action on 

various aspects of brain metabolism. The novelty and originality of this project are 

compounded by the fact that preventing metabolic and neurodegenerative pathologies is a 

very alarming issue since the number of individuals suffering from those diseases increases 

annually among different populations. So far, extremely little amount of data demonstrated 

the effects of phytocannabinoids on brain both glucose and lipid metabolism. Thus, we 

believe that our research will concern a new possible therapeutic approach with a Cannabis-

plant derived compounds and within a few years, those substances will be considered as 

prominent compounds for targeting both metabolic and neurodegenerative pathologies.  
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