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				Sirtuiny i ich rola w regulacji metabolizmu

			

		

		
			
				Streszczenie

				Sirtuiny to – u ssaków – rodzina siedmiu enzymów (sirtuina 1-7) uczestniczących w post--translacyjnej modyfikacji białek (przede wszystkim deacetylacji, ale także: poliADP-ry-bozylacji, demalonylacji czy lipoamidacji), a tym samym – w regulacji wielu procesów me-tabolicznych. Aktywność wszystkich sirtuin jest zależna od dostępności NAD+. Natomiast funkcja poszczególnych izoform jest różna, a nawet wzajemnie antagonistyczna. W pracy szczegółowo omówiono rolę sirtuin w regulacji metabolizmu glukozy i lipidów oraz w me-chanizmach naprawy DNA. Przedstawiono także znaczenie tych enzymów w patogenezie chorób, ze szczególnym uwzględnieniem cukrzycy i nowotworów, wskazując na możliwe terapeutyczne zastosowanie modulatorów aktywności sirtuin.

				Wprowadzenie

				Gen, którego produkt wpływa na stabilność genomu, a dzięki temu na dłu-gość życia, początkowo odkryto u drożdży. Nazwano go ang. Silent Information Regulator 2 (SIR2). W późniejszych badaniach homologi drożdżowego genu SIR2 zidentyfikowano u większości organizmów, w tym również u ssaków [1]. U tych ostatnich opisano siedem białek należących do rodziny sirtuin (SIRT1-SIRT7). Występują one w różnych przedziałach komórkowych [2]. W cytoplazmie jest obecna głównie sirtuina 2, w mitochondriach dominują sirtuina 3, sirtuina 4 i sir-tuina 5, natomiast w jądrze komórkowym zlokalizowane są sirtuina 1, sirtuina 6 oraz sirtuina 7 (Ryc. 1) [3].

				Sirtuiny biorą udział w potranslacyjnej obróbce białek poprzez ich deacylację (najczęściej), poliADP-rybozylację, demalonylację oraz lipoamidację [4]. Dzięki temu sirtuiny mogą wpływać na wiele procesów komórkowych, takich jak me-tabolizm glukozy oraz lipidów, karcenogeneza, apoptoza, naprawa DNA czy starzenie się komórki. Aktywność wszystkich sirtuin jest zależna od dostępności kofaktora – NAD+ [5].

				Budowa i mechanizm działania sirtuin

				Domena katalityczna sirtuin składa się z około 260 reszt aminokwasowych i wykazuje bardzo wysokie podobieństwo pomiędzy enzymami pochodzącymi od różnych gatunków. Masa sirtuin waha się od trzydziestu kilku kDa do na-wet 120 kDa w przypadku sirtuiny 1. Poszczególne izoformy sirtuin różnią się miedzy sobą składem reszt aminokwasowych na N- i C-końcu, co wpływa na odmienną lokalizację komórkową, aktywność enzymatyczną oraz specyficzność substratową (Ryc. 1) [5].

				W obrębie domeny katalitycznej sirtuin występują dwie subdomeny. Subdo-mena zwana foldem Rossmanna, która jest charakterystyczna dla enzymów wy-korzystujących jako kofaktory FAD lub NAD+ oraz druga, mniejsza, subdomena zdolna do wiązania cynku. Pomiędzy subdomenami tworzy się miejsce aktywne enzymu, w którym wiąże się substrat, oraz kieszeń, w której lokuje się NAD+ [6]. Miejsce wiązania substratu różni się między poszczególnymi izoformami sirtu-in. W przypadku najczęściej przeprowadzanej przez sirtuiny reakcji deacetylacji ważną rolę odgrywa reszta histydyny, która uczestniczy w przekształceniu pro-duktu pośredniego w deacetylowany substrat.

				Po związaniu się substratu z miejscem aktywnym enzymu zamyka się szcze-lina między subdomenami, subdomena wiążąca cynk zbliża się do subdome-ny Rossmanna. Taka zamknięta struktura enzymu umożliwia przyłączenie się NAD+. Kieszeń, do której przyłącza się kofaktor, posiada trzy charakterystyczne miejsca. Jest to region A, w którym znajduje się reszta adeniny, region B, gdzie lokuje się reszta rybozy, oraz miejsce C, przeznaczone dla nikotynoamidowej 
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				części NAD+. Region C kieszeni formuje się z pętli łączą-cej dwie subdomeny enzymu dopiero po związaniu NAD+ (Ryc. 2) [4].

				Lokalizacja nikotynamidowej części NAD+ w miejscu C jest niezbędna w procesie katalizy reakcji deacetylacji, pod-czas którego karbonylowy atom O acetylolizyny atakuje po-

			

		

		
			
				zycję C1’ rybozy, pozwalając na uwolnienie nikotynamidu i utworzenie pośredniego produktu reakcji, którego hydro-liza ostatecznie prowadzi do uwolnienia deacetylowanego białka oraz 2’-O-acetylo-ADPrybozy (Ryc. 3) [7].

				Modulacja aktywności sirtuin

				Aktywność enzymatyczna sirtuin i stan energetyczny komórki są ze sobą ściśle powiązane, ze względu na wy-korzystywanie przez sirtuiny NAD+ jako kofaktora. Sirtu-iny są uważane za czujniki zmian stanu redoks w komórce [8]. Podstawowym mechanizmem aktywującym wszystkie izoformy sirtuin jest rosnący stosunek NAD+/NADH, któ-ry występuje m.in. podczas głodu lub wysiłku fizycznego. Gdy do organizmu dostarczana jest duża ilość kalorii, w komórce intensywnie zachodzi glikoliza i zużywany jest NAD+. Natomiast w okresie głodu zwiększa się aktywność łańcucha oddechowego, wzrasta stosunek NAD+ do NADH i dochodzi do aktywacji sirtuin [9]. Aktywność sirtuin jest także regulowana przez kinazę białkową zależną od AMP (AMPK), poprzez zwiększenie poziomu NAD+ i stosunku NAD+/NADH. AMPK jest enzymem odpowiedzialnym za utrzymywanie równowagi energetycznej w komórce [10]. Badania Wang i wsp. [11] dowiodły, że restrykcje kalorycz-ne wzmagają aktywność AMPK, a co za tym idzie, doprowa-dzają również do aktywacji sirtuin. Wysoki poziom NAD+, aktywujący sirtuiny, jest utrzymywany m.in. dzięki aktyw-ności fosforybozylotransferazy nikotynamidowej (NAMPT, ang. nicotinamide phosphoribosyltransferase), zwanej też wis-fatyną. Enzym ten przekształca nikotynamid w prekursor NAD+ - mononukleotyd nikotynamidowy. Badania Fulco i wsp. [12] wykazały, że AMPK aktywuje NAMPT, zwiększa to stosunek NAD+ do NADH i wzrost aktywności sirtuin.

				Najbardziej znanym inhibitorem sirtuin jest nikotynamid. Jest to endogenny związek powstający podczas reakcji deace-tylacji. Nikotynamid działa na wszystkie izoformy ssaczych sirtuin, hamując ich aktywność deacetylazy. Nikotynamid blokuje, niezbędną do aktywności katalitycznej sirtuin, hy-

			

		

		
			
				Rycina 1. Budowa oraz lokalizacja wewnątrzkomórkowa ssaczych sirtuin. Ciem-ny obszar obrazuje domenę katalityczna. aa – aminokwasy (opracowano na pod-stawie [5]).
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				Rycina 2. Struktura sirtuiny 1 związanej z NAD+ (opracowano na podstawie [6]).
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				Rycina 3. Reakcja deacetylacji katalizowana przez sirtuiny oraz działanie nikotynamidu jako inhibitora tej reakcji. Nikotynamid będący produktem reakcji deacetylacji prowadzi do odwrócenia pierwszego jej etapu. Atom azotu nikotynamidu przeprowadza atak nukleofilowy na produkt pośredni reakcji, prowadząc do odtworzenia acetylowanego substratu i NAD+, a w konsekwencji do zahamowania reakcji deacetylacji (opracowano na podstawie [7]).
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				drolizę NAD+, wiążąc się z enzymem tuż obok miejsca wiąza-nia NAD+ [13]. Jak wcześniej opisano, przeprowadzana przez sirtuiny reakcja deacetylacji rozpoczyna się atakiem nukle-ofilowym tlenu z grupy karbonylowej acetylowanej lizyny substratu na atom węgla C1’ rybozy. Prowadzi to do hydro-lizy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego i powstania nikotynamidu. Jednak na etapie produktu przejściowego może dojść do tzw. wymiany nikotynamidu, polegającej na przyłączeniu się tego inhibitora do enzymu i odwróceniu ata-ku nukleofilowego, który zapoczątkował reakcję deacetyla-cji. Zarówno NAD+ jak i acetylowana lizyna substratu zostają odtworzone, a cała reakcja zatrzymana (Ryc. 3) [7].

				Szczególne zainteresowanie wzbudzają jednak egzo-genne aktywatory sirtuin, takie jak resweratrol, SRT1460, SRT2183 czy SRT1720 (Ryc. 4). Ich działanie dotyczy przede wszystkim aktywacji sirtuiny 1, jednak wpływają również na aktywność jej najbliższych homologów – sirtuiny 2 i sirtuiny 3. Wyjątkiem jest SRT1720, który działa wyłącz-nie jako inhibitor sirtuiny 3. Najsilniej na sirtuinę 1 działa SRT1460, podnosząc jej aktywność enzymatyczną o blisko 500%. Wymienione powyżej aktywatory łączą się do kom-pleksu enzym-substrat w miejscu allosterycznym enzymu i determinują konformację sprzyjającą aktywności katalitycz-nej sirtuin. Gdy substrat nie jest związany z enzymem, akty-wator nie może się przyłączyć. Dopiero związanie substratu odsłania miejsce wiązania aktywatora [14]. Oddziaływanie aktywatora z kompleksem enzym-substrat jest możliwe dzięki reszcie glutaminy, znajdującej się w pozycji 230 biał-ka sirtuiny 1. Wszystkie wymienione aktywatory wiążą się w tym samym miejscu do kompleksu enzym-substrat [15].

				Resweratrol jest roślinnym polifenolem występującym na-turalnie m.in. w ciemnych winogronach. Kiedy stwierdzono, że podanie resweratrolu ma wpływ na stabilność genomu i wydłużenie życia organizmów takich jak C. elegans czy D. melanogaster, rozpoczęły się badania na komórkach ssaczych. Wyniki uzyskane in vitro potwierdziły, że resweratrol wzma-ga aktywność ssaczej sirtuiny 1. Jednak wyniki dalszych ba-dań nad działaniem tego związku sugerują, że wpływ reswe-ratrolu na aktywność sirtuin in vivo jest kontrowersyjny [16].

				Funkcje sirtuin

				Sirtuiny występujące u ssaków można podzielić na 4 klasy (I-IV). Sirtuiny 1-3 należą do I klasy. Cechują się one 

			

		

		
			
				bardzo szeroką aktywnością enzymatyczną. Oprócz pod-stawowej aktywności, czyli deacetylacji, wykazują również zdolność do usuwania z białek reszt acylowych, takich jak grupa mirystoilowa [4]. Sirtuiny 1-3 posiadają hydrofobową kieszeń, w której lokuje się grupa mirystoilowa przed odcię-ciem od modyfikowanego białka. Podobną kieszeń posiada również sirtuina 6, która wraz z sirtuiną 7 należy do klasy IV [17]. Badania przeprowadzone przez Jing i wsp. [6] wy-kazały, że sirtuina 6 charakteryzuje się wyższą aktywnością deacylazy niż deacetylazy. Autorzy ci dowiedli, że usuwa-nie przez sirtuinę 6 łańcuchów acylowych z reszty lizyny w pozycji 19 i 20 czynnika martwicy nowotworu (TNFα) pro-wadzi do jego podwyższonego wydzielania. Z kolei bada-nia zespołu Barbera i wsp. [18] nad sirtuiną 7 udowodniły, że enzym ten jest zdolny do deacetylacji reszty lizyny w po-zycji 18 histonu H3. Taka modyfikacja powoduje wyciszenie transkrypcji genów zlokalizowanych w pobliżu deacetylo-wanego histonu.

				W III klasie znajduje się sirtuina 5. W miejscu aktywnym tego enzymu znajdują się reszty argininy i tyrozyny, co umożliwia odcinanie m.in. grup malonylowych oraz suk-cynylowych, posiadających ujemne ładunki [19]. Istotne dla metabolizmu związki posiadające grupę malonylowa lub sukcynylową to m.in. malonylo-CoA, będący prekursorem w biosyntezie kwasów tłuszczowych oraz sukcynylo-CoA, metabolit cyklu Krebsa. Poprzez modyfikacje wyżej wy-mienionych związków sirtuina 5 wpływa zatem na tempo podstawowych procesów metabolicznych w komórkach ssaków [20].

				Sirtuina 4 zaliczana jest do II klasy i jest enzymem zdol-nym do deacetylacji, poliADP-rybozylacji oraz lipoamida-cji. Poprzez deacetylację dekarboksylazy malonylo-CoA (MCD) przyczynia się do utrzymania odpowiedniego po-ziomu lipidów w organizmie. Zdeacetylowana MCD traci swoją aktywność, a co za tym idzie, biosynteza kwasów tłuszczowych zostaje zatrzymana [21].

				Poniżej szczegółowo scharakteryzowano znaczenie sirtu-in w metabolizmie glukozy i lipidów oraz w mechanizmach naprawy DNA.

				Regulacja metabolizmu glukozy

				Sirtuiny, poprzez kontrolę procesów glukoneogenezy i glikolizy, biorą bezpośredni udział w utrzymywaniu home-ostazy glukozy w organizmie, regulują także wydzielanie insuliny [2].

				Proces glukoneogenezy jest regulowany przez sirtuinę 1. Może ona jednak mieć różne działanie, w zależności od dłu-gości okresu głodu, który należy do czynników aktywują-cych sirtuinę 1 [22]. Podczas głodu w komórkach wątroby podnosi się poziom pirogronianu, natomiast spada poziom mleczanu, tym samym wzrasta stosunek NAD+ do NADH. Jak wielokrotnie wspominano, NAD+ jest kofaktorem sir-tuiny 1, a więc jego podniesiony poziom przyczynia się do aktywacji tego enzymu [23]. Podczas krótkotrwałego okre-su głodu sirtuina 1 deacetyluje CRTC2 (ang. CREB-regulated Transcription Coactovator 2), będący aktywatorem transkryp-cji genów kodujących enzymy glukoneogenezy. Powoduje 
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				Rycina 4. Wzory strukturalne aktywatorów sirtuin.
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				to degradację CRTC2, a tym samym również spowolnienie procesu powstawania glukozy de novo w wątrobie. Jednak gdy okres głodu się przedłuża, sirtuina 1 może pobudzać transkrypcję genów glukoneogenezy, aktywując poprzez deacetylację czynnik transkrypcyjny FOXO1 (ang. Forkhead Box Protein O1) oraz PGC-1α (ang. Peroxisome Proliferator--activated Receptor Gamma Coactivator 1α), będący jego ko-aktywatorem [2]. FOXO1 jest czynnikiem transkrypcyjnym kontrolującym transkrypcję genów kodujących kluczo-we enzymy glukoneogenezy: glukozo-6-fosfatazę (G6Pa-za) i karboksykinazę fosfoenolopirogronianową (PEPCK) (Ryc. 5) [24].

				Sirtuina 6 ma poniekąd działanie przeciwstawne wzglę-dem sirtuiny 1, spowalnia przebieg glukoneogenezy po-przez hamowanie działania czynnika PGC-1α. Aktywność PGC-1α zależy od stopnia jego acetylacji. Proces ten jest kontrolowany przez acetylotransferazę GCN5. Sirtuina 6 powoduje deacetylację i fosforylację GCN5, co wzmaga jej aktywność acetylazową. Nadmiernie acetylując PGC-1α, acetylotransferaza prowadzi do obniżenia jego aktywności, w konsekwencji do zahamowania glukoneogenezy [25].

				Sirtuina 1, oprócz glukoeogenezy, reguluje również pro-ces glikolizy. Deacetyluje czynnik indukowany hipoksją HIF-1, który z kolei odpowiada m.in. za transkrypcję genów kodujących enzymy glikolizy [26]. Pod kontrolą czynnika HIF-1 znajdują się geny takie jak: gen dehydrogenazy mle-czanowej (LDH), izomerazy glukozo-6-fosforanowej, fos-fofruktokinazy (PFK-1) czy kinazy fosfoglicerynianowej 1 (PGK-1). Oprócz genów kodujących enzymy glikolizy, HIF-1 reguluje również transkrypcję genów transporterów glu-kozy: GLUT1 i GLUT3 [27]. Deacetylacja HIF-1 powoduje jego unieczynnienie, a tym samym osłabienie transkrypcji genów będących pod kontrolą tego czynnika transkrypcyj-nego, w tym również genów kodujących enzymy glikolizy (Ryc. 5) [5]. Podczas niedoboru tlenu zmniejsza się ilość NAD+, a więc spada również aktywność sirtuiny 1. HIF-1 nie jest wtedy deacetylowany i zachodzi transkrypcja re-

			

		

		
			
				gulowanych przez ten czynnik genów [28]. Sirtuina 1 spo-walnia przebieg glikolizy również przez bezpośrednią de-acetylację i hamowanie aktywności jednego z jej enzymów, fosfogliceromutazy-1 (PGAM-1). W momencie niedoboru glukozy zwiększa się aktywność sirtuiny 1, następuje de-acetylacja PGAM-1 i zahamowanie glikolizy [29].

				 Sirtuina 6 również blokuje działanie czynnika trans-krypcyjnego HIF-1. Badania przeprowadzone przez Zhong i wsp. [26] wykazały, że komórki o obniżonej zawartości sirtuiny 6 wykazywały wyższą aktywność czynnika HIF-1, a w konsekwencji również zwiększoną aktywność glikoli-tyczną, w porównaniu z komórkami kontrolnymi. Dowie-dziono, że sirtuina 6 deacetyluje lizynę 9 histonu 3 (H3K9), co ma wpływ na strukturę chromatyny w rejonie promo-torów genów kodujących enzymy glikolizy. Gdy komór-ka jest odpowiednio zaopatrzona w substancje odżywcze, sirtuina 6 deacetyluje czynnik transkrypcyjny HIF-1 oraz H3K9, co prowadzi do obniżonej transkrypcji genów ko-dujących enzymy glikolizy. Natomiast podczas gdy ko-mórka doświadcza niedoboru składników odżywczych, sirtuina 6 traci aktywność i HIF-1 zostaje z powrotem ak-tywowany. Następuje również ponowna acetylacja H3K9. Dzięki temu możliwa jest transkrypcja genów kodujących enzymy glikolizy [26].

				Sirtuina 1 oraz sirtuina 4 wpływają na wydzielanie in-suliny z komórek β trzustki. Gdy wzrasta poziom gluko-zy we krwi, cząsteczki tego cukru wnikają do komórek β trzustki przez transportery GLUT2, a następnie są wyko-rzystywane w procesie glikolizy. Podnosi to wewnątrz-komórkowe stężenie ATP, co skutkuje zablokowaniem kanałów błonowych dla jonów potasu. Następuje depola-ryzacja błony, otwarcie kanałów dla jonów wapnia, które zaczynają napływać do komórki i pozwalają na uwolnie-nie granul zawierających insulinę poza komórkę [17]. Rola sirtuiny 1 w zwiększaniu wydzielania insuliny polega na blokowaniu syntezy mitochondrialnego białka UCP2 (ang. Uncoupling Protein 2). Zwiększa to wewnątrzkomórkową produkcję ATP, które jest niezbędne, aby zamknęły się kanały potasowe i do komórki mógł napłynąć wapń, po-trzebny do uwolnienia granul z insuliną [30]. UCP2 jest białkiem zlokalizowanym w wewnętrznej błonie mito-chondrium. Działa jako transporter protonów, uwalniając je do matriks mitochondrialnej. Oddziela w ten sposób proces fosforylacji oksydacyjnej od procesu syntezy ATP. Towarzyszą temu jednak straty energetyczne. Wiadomo, że UCP2 hamuje wydzielanie insuliny z komórek β trzust-ki ze względu na obniżanie poziomu ATP w komórce [31]. Badania Bordone i wsp. [30] wykazały, że podczas spadku poziomu glukozy w komórkach β trzustki spada poziom NAD+, co powoduje obniżenie aktywności sirtuiny 1. Nie blokuje ona już syntezy białka UCP2, w komórce podnosi się poziom ATP i insulina może zostać wydzielona. Sir-tuina 1 dodatkowo aktywuje ekspresję czynników trans-krypcyjnych, pod kontrolą których znajduje się gen insuli-ny: MafA i NeuroD. Ekspresja MafA oraz NeuroD jest kon-trolowana przez inny czynnik transkrypcyjny, wspomnia-ny już wcześniej FOXO1. Sirtuina 1, deacetylując FOXO1, pozwala na aktywację transkrypcji genów MafA i NeuroD. Ekspresja tych czynników z kolei umożliwia transkrypcję genu insuliny (Ryc. 6) [32].

			

		

		
			
				Rycina 5. Wpływ sirtuiny 1 oraz 6 na aktywność czynników transkrypcyjnych regulujących transkrypcję genów, których produkty biorą udział w procesach glukoneogenezy i glikolizy. Zielonymi strzałkami zaznaczono aktywujące dzia-łanie sirtuiny na dany czynnik, natomiast czerwone strzałki oznaczają negatywną regulację. Sirtuina 1 może stymulować transkrypcję genów związanych z gluko-neogenezą zarówno za pośrednictwem czynnika transkrypcyjnego PC1α (hamo-wanego przez sirtuinę 6), jak i bezpośrednio wpływając na czynnik transkryp-cyjny FOXO1. Transkrypcja genów związanych z glikolizą może być obniżona wskutek negatywnej regulacji czynnika HIF-1 przez sirtuiny 1 i 6 (opracowano na podstawie [5]).
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				Sirtuina 4 natomiast ogranicza wydzielanie insuliny po-przez zahamowanie działania dehydrogenazy glutaminiano-wej (GDH) (Ryc. 6). Jest to enzym katalizujący odwracalną reakcję przekształcenia glutaminianu do 2-oksoglutaranu, który jest włączany do cyklu Krebsa. Zahamowanie działa-nia GDH zmniejsza ilość dostępnych intermediatów cyklu Krebsa, a tym samym obniża stężenie wewnątrzkomórkowe-go ATP. Skutkuje to zmniejszeniem wydzielania insuliny z komórek β trzustki [33]. Sirtuina 4 ponadto hamuje aktyw-ność kompleksu enzymatycznego dehydrogenazy pirogro-nianowej (PDH), katalizującego reakcję przekształcenia pi-rogronianiu w acetylo-CoA, konieczną, aby ten mógł zostać wykorzystany w cyklu Krebsa. Sirtuina 4 funkcjonuje w tym przypadku jako lipoamidaza, odcinając reszty lipoilowe, bę-dące kofaktorem dla jednego z komponentów kompleksu PDH - DLAT (transacetylaza dihydrolipoilowa) [34].

				Pozostałe sirtuiny również są zaangażowane w meta-bolizm glukozy. Sirtuina 2 przyczynia się do nasilenia glu-koneogenezy poprzez deacetylację i aktywację karboksy-kinazy fosfoenolopirogronianowej (PEPCK) w warunkach obniżonego stężenia glukozy. Sirtuina 3 promuje włącza-nie aminokwasów w proces glukoneogenezy, aktywując GDH poprzez deacetylację [59], hamuje natomiast gliko-lizę. Przeciwne działanie na proces glikolizy na sirtuina 5, która wzmaga go dzięki swojej aktywności demalonylazy. Usunięcie reszt malonylowych z dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH), jednego z enzymów gliko-litycznych, zwiększa jego aktywność [35].

				Regulacja metabolizmu lipidów

				Sirtuiny uczestniczą także w kontroli gospodarki lipi-dowej. Synteza cholesterolu i kwasów tłuszczowych jest spowalniana przez sirtuinę 1 podczas okresu głodu. En-zym ten deacetyluje i przez to zaburza działanie czynnika transkrypcyjnego SREBP-1 (ang. Sterol Regulatory Element 

			

		

		
			
				Binding Protein 1), regulującego ekspresję genów, których produkty są niezbędne w procesie lipogenezy i syntezy chlesterolu (Ryc. 7). Czynnik SREBP-1 jest najbardziej ak-tywny, gdy do organizmu ssaka zostanie dostarczona duża ilość składników odżywczych. Jest to sygnał do tego, aby nadmiar pokarmu został zmagazynowany w postaci tłusz-czów. Badania wykazały, że aktywowana w okresie głodu sirtuina 1 deacetyluje SREBP-1, czym przyczynia się do ob-niżenia ekspresji genów kontrolowanych przez ten czynnik transkrypcyjny [36]. Badania przeprowadzone na myszach, z genomu których usunięto gen sirtuiny 1 [37], wykazały, że zwierzęta posiadające taką mutację cierpiały na stłuszczenie wątroby, bez względu na to, czy ich dieta była uboga czy bogata w tłuszcze. Myszy zaczynały chorować, gdy osiąga-ły wiek około dwóch miesięcy. Wraz z wiekiem zwierząt stłuszczenie wątroby postępowało, pomimo iż dieta, którą były karmione, nie była dietą wysokolipidową. Po roku od narodzin 78% myszy pozbawionych sirtuiny 1 wykazywa-ło stłuszczenie wątroby, podczas gdy w grupie kontrolnej odsetek chorych osobników wynosił jedynie 17%. Opisane powyżej badania potwierdzają kluczową rolę sirtuiny 1 w utrzymywaniu prawidłowej gospodarki lipidowej.

				Sirtuina 1 wykazuje również zdolność do regulacji dzia-łania innego czynnika transkrypcyjnego zaangażowanego w metabolizm lipidów, jakim jest jądrowy receptor PPARγ (ang. Peroxisome Proliferator-activated Receptor-γ). Pod kontrolą PPARγ znajdują się geny, których produkty uczestniczą w adipogenezie oraz wychwycie lipidów do tkanki tłuszczo-wej. Jest to m.in. gen białka FABP (ang. Fatty Acid Binding Protein), należącego do białek transportujących kwasy tłusz-czowe. Ponadto PPARγ może promować również swoją wła-sną ekspresję. Ligandami receptorów z rodziny PPAR są li-pidy oraz ich pochodne. Gdy do receptora zwiąże się ligand, może on wtedy zadziałać jako czynnik transkrypcyjny, uru-chamiając ekspresję kontrolowanych przez siebie genów. W czasie, gdy do organizmu nie jest dostarczana odpowiednia ilość składników odżywczych, sirtuina 1 hamuje aktywność PPARγ poprzez oddziaływanie z jego kofaktorami - NcoR (ang. Nuclear Receptor Co-repressor) oraz SMRT (ang. Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid Hormone Receptors). Sirtuina 1 
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				Rycina 6. Rola sirtuiny 1 i sirtuiny 4 w uwalnianiu insuliny z komórek β trzustki. Zielonymi strzałkami zaznaczono aktywujące działanie sirtuiny na dany czynnik, natomiast czerwone strzałki oznaczają negatywną regulację. Sirtuina 1 zwiększa ekspresję czynników regulujących transkrypcję genu insuliny oraz obniża ak-tywność mitochondrialnego białka UCP2, co zwiększa stężenie ATP w komórce. Dochodzi do zamknięcia kanałów potasowych i otwarcia kanałów wapniowych. Podniesienie poziomu wapnia skutkuje uwolnieniem granul z insuliną poza ko-mórkę. Sirtuina 4 natomiast blokuje aktywność dehydrogenazy glutaminianowej (GDH), co również sprzyja podniesieniu poziomu ATP w komórce (opracowano na podstawie [3]).

			

		

		
			
				Rycina 7. Rola sirtuin w regulacji transkrypcji genów związanych z metaboli-zmem lipidów. Zielonymi strzałkami zaznaczono aktywujące działanie sirtuiny na dany czynnik, natomiast czerwone strzałki oznaczają negatywną regulację. Sirtuina 1 hamuje ekspresję genów związanych z lipogenezą poprzez deacetyla-cję czynnika transkrypcyjnego SREBP-1. Podobnie jak sirtuina 6, sirtuina 1 hamu-je również ekspresję genów związanych z adipogenezą poprzez obniżenie aktyw-ności receptora PPARγ. Sirtuina 2 wpływa pośrednio na ograniczenie ekspresji genów kontrolowanych przez PPARγ (opracowano na postawie [5]).

			

		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

	
		
			
				36	www.postepybiochemii.pl

			

		

		
			
				blokuje także ekspresję PPARγ poprzez przyłączenie się do promotora genu tego receptora [38]. Ekspresja genów kon-trolowanych przez PPARγ jest również spowalniana przez sirtuinę 6. Badania prowadzone na myszach wykazały, że nadekspresja sirtuiny 6 przyczynia się do dwukrotnego ob-niżenia transkrypcji genów kontrolowanych przez PPARγ, natomiast nie wykazano zmniejszenia ilości samego recepto-ra, w porównaniu z grupą kontrolną myszy. Sirtuina 6 działa w ten sam sposób co sirtuina 1, a więc blokuje transkrypcję genów zależnych od PPARγ, przyłączając kofaktory tego czynnika transkrypcyjnego. Do inhibitorów adipogenezy należy również sirtuina 2. Podczas głodu aktywowana sir-tuina 2 deacetyluje FOXO1, co prowadzi do jego związania z PPARγ. Uniemożliwia to przyłączenie PPARγ do promotora genów kontrolowanych przez ten czynnik transkrypcyjny, a w konsekwencji obniża ich ekspresję. Aktywowany przez de-acetylację FOXO1 przyłącza się również do promotora recep-tora PPARγ, czym blokuje jego ekspresję. Aby udowodnić, że deacetylacja FOXO1 przez sirtuiny ogranicza ekspresję genów kodujących enzymy adipogenezy, przeprowadzono eksperyment, w którym niedojrzałe adipocyty inkubowano z nikotynamidem, inhibitorem sirtuin. Okazało się, że po zaha-mowaniu działania sirtuin w komórkach oddziaływania po-między FOXO1 i PPARγ zostają znacznie ograniczone [37].

				Udział w mechanizmach naprawy DNA

				Wszystkie organizmy żywe poddawane są działaniu wielu czynników, które mogą zaburzyć strukturę DNA. Do takich czynników należy m.in. promieniowanie UV oraz jonizujące, reaktywne formy tlenu (ROS) oraz wirusy. Aby zapobiec skutkom takich uszkodzeń, organizmy zwierząt wykształciły procesy naprawy DNA. Do czterech głównych systemów naprawy DNA należą: naprawa przez wycięcie zasad ( BER, ang. Base Excision Repair), naprawa przez wy-cięcie nukleotydów (NER, ang. Nucleotide Excinsion Repair), rekombnacja homologiczna (HR, ang. Homologous Recom-bination) oraz łączenie niehomologicznych końców (NHEJ, ang. Non-homolohous End Joining) [39]. System BER opiera się na naprawie jednoniciowych pęknięć w DNA. Enzymem uczestniczącym w tym procesie jest glikozydaza DNA, która, przecinając wiązanie β-N-glikozydowe, usuwa błędnie spa-rowaną zasadę. Miejsce, w którym brakuje zasady azotowej, jest rozpoznawane przez endonukleazę AP (APE1), która z kolei przecina wiązanie fosfodiestrowe, tworząc miejsce działania polimerazy DNA β (Pol β). Ten ostatni enzym syn-tetyzuje odpowiednią zasadę na matrycy drugiej nici DNA. Na koniec ligaza DNA łączy nowo zsyntetyzowany nukle-otyd z sąsiednimi nukleotydami, zapewniając ciągłość nici [40]. Dla efektywnego zachodzenia systemu BER ważna jest odpowiednia acetylacja reszty lizyny w pozycjach 6 i 7 APE1. Za regulację poziomu tej modyfikacji odpowiedzialna jest sirtuina 1. Badania Yamamori i wsp. [41] wykazały, że ak-tywacja sirtuiny 1 zmniejsza stopień acetylacji endonukleazy i promuje jej wiązanie do białka XRCC1 (ang. X-Ray Repair Cross-Complementing Potein 1) w miejscu występowania błęd-nie dopasowanej zasady. XRCC1 jest białkiem pozbawio-nym aktywności enzymatycznej, ułatwiającym wiązanie się innych białek do DNA. Użycie inhibitora sirtuiny 1 powo-duje słabsze wiązanie się APE1 do DNA. Deacetylacja APE1, katalizowana przez sirtuinę 1, wzmaga również aktywność 

			

		

		
			
				enzymatyczną endonukleazy, zwiększając tym samym efek-tywność działania systemu BER.

				System NER pozwala na naprawę bardziej rozległych błę-dów w DNA poprzez wycinanie wielu nukleotydów. Takie wielonukleotydowe pomyłki w parowaniu mogą prowadzić do nieprawidłowego zwijania się podwójnej helisy DNA. Uszkodzone miejsce jest rozpoznawane przez białko XPC, które wiąże się w tym miejscu do DNA. Następuje rozplece-nie helisy dzięki przyłączeniu się czynnika transkrypcyjnego TFIIH, który wykazuje aktywność helikazy zarówno w kie-runku w kierunku od 3’ do 5’ jak i od 5’ do 3’. Pojawienie się odcinków jednoniciowego DNA powoduje przyłączenie się białek XPA i RPA, które stabilizują rozplecione DNA. Na-stępnie białka XPG i XPF, należące do rodziny endonukleaz, nacinają uszkodzoną nić tuż przed oraz tuż za uszkodzonym miejscem. Uszkodzony fragment zostaje usunięty, a na jego miejsce dzięki polimerazie DNA na matrycy nieuszkodzonej nici dołączane są odpowiednie nukleotydy. Na koniec, po-dobnie jak w przypadku systemu BER, ligaza I łączy nowo zsyntetyzowany fragment DNA z sąsiednimi fragmentami nici [42]. Sirtuina 1 uczestniczy również w tym systemie na-prawy jednoniciowych błędów w DNA, deacetylując biał-ka XPA i XPC. Taka modyfikacja ułatwia ich rekrutację do uszkodzonego fragmentu DNA [43]. Negatywna regulacja sirtuiny 1, w wyniku zastosowania siRNA, zwiększa wraż-liwość DNA na promieniowanie UV. W przypadku białka XPA sirtuina 1 katalizuje deacetylację lizyn w pozycjach 63 i 67. Jeśli sirtuina 1 działa prawidłowo, deacetylacja białka XPA nasila się pod wpływem tego czynnika mutagennego. Co więcej, deacetylacja białka XPA wzmaga jego oddziały-wanie z białkiem RPA. Stabilizuje to kompleks enzymów uczestniczący w naprawie DNA i zwiększa efektywność systemu NER [44]. Jeśli zaś chodzi o białko XPC, to jest ono niezbędne do rozpoznania uszkodzonego fragmentu DNA i rekrutacji pozostałych czynników biorących dział w syste-mie NER. Deacetylacja tego białka przez sirtuinę 1 umożli-wia jego przyłączenie do DNA w uszkodzonym miejscu [43]. Ekspresja białka XPC również jest regulowana przez sirtuinę 1. Badania Ming i wsp. [45] dowiodły, że sirtuina 1 blokuje dostęp represora transkrypcji białka XPC do jego promoto-ra, przez co przyczynia się do wzmocnienia ekspresji tego białka. Linie komórkowe pozbawione genu sirtuiny 1 wyka-zują niższy poziom białka XPC niż komórki typu dzikiego. Transkrypcja genu białka XPC jest hamowana przez kom-pleks represora E2F4-p130. Białko E2F4 występuje w jądrze komórkowym, natomiast białko p130 jest białkiem cytosolo-wym. Aby doszło do wytworzenia kompleksu i hamowania transkrypcji genu białka XPC, białko p130 musi zostać prze-transportowane do jądra komórkowego. Sirtuina 1 zaburza ten transport, hamując fosforylację kinazy AKT poprzez de-acetylację supresora nowotworowego, PTEN (ang. Phospha-tase and Tensine Homolog). Deacetylacja PTEN powoduje jego aktywację i defosforylację kinazy AKT [46]. Z kolei defosfo-rylowana kinaza, niezbędna do przetransportowania białka p130 z cytozolu do jądra komórkowego, traci swoją aktyw-ność. Brak białka p130 w jądrze uniemożliwia wytworzenie kompleksu represora i przyczynia się do zwiększonej ekspre-sji białka XPC. W ten sposób sirtuina 1 powoduje wzmocnie-nie transkrypcji białka XPC [45]. Podobnie jak w przypadku białka XPA, promieniowanie UV wzmaga deacetylację białka XPC przez sirtuinę 1, co powoduje przyłączanie się białka do 
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				uszkodzonych fragmentów DNA. W przypadku komórek nieposiadających genu sirtuiny 1, po zadziałaniu promienio-wania UV wzrost ilości białek XPC związanych z DNA jest wyraźnie niższy [47].

				Naprawa DNA przez łączenie niehomologicznych koń-ców (NHEJ) umożliwia odbudowę prawidłowej struktury DNA, gdy błędy występują na obu niciach. Przy rekombi-nacji homologicznej (HR) uszkodzony fragment DNA jest naprawiany na matrycy chromosomu homologicznego lub chromatydy siostrzanej. W przypadku systemu NHEJ nie jest konieczny homologiczny fragment DNA, na podstawie którego uszkodzony materiał genetyczny mógłby zostać na-prawiony. System NHEJ naprawia dwuniciowe pęknięcia w DNA, dzięki aktywności kompleksu enzymatycznego napro-wadzającego ligazę DNA na miejsce pęknięcia. W skład kom-pleksu wchodzi kinaza białkowa DNA-PKCS (ang. DNA-De-pendent Protein Kinase Catalytic Subunit), białko Ku, złożone z dwóch podjednostek: Ku70 i Ku80, oraz białko XRCC4 (ang. X-Ray Cross Complementing Protein 4). Białko Ku przyłącza się do zakończeń DNA, które mają zostać zligowane i rekrutu-je kinazę zależną od DNA (DNA-PKCS). Dopiero powsta-nie takiego kompleksu nadaje kinazie aktywność enzyma-tyczną. Kompleks złożony z białka Ku i kinazy DNA-PKCS znajdujący się na jednym pękniętym końcu DNA oddziałuje z kompleksem znajdującym się na drugim końcu pękniętej cząsteczki. Pozwala to na zbliżenie się obu końców DNA do siebie. Następnie przez białko Ku rekrutowana jest ligaza IV DNA wraz z jej kofaktorem XRCC4. Następuje zligowanie pękniętych nici [48]. Badania Mao i wsp. [49] dowiodły, że nadekspresja sirtuiny 6 zwiększa efektywność systemu na-prawy DNA typu NHEJ. Nieco słabsze działanie wykazuje sirtuina 7. Natomiast dodanie nikotynamidu, inhibitora sir-tuin, niweluje pozytywny wpływ nadekspresji sirtuin na mechanizmy naprawy DNA. Sirtuina 6 wykazuje zdolność wiązania się do DNA w miejscu podwójnego pęknięcia nici i tworzy kompleks z kinazą DNA-PKCS, zaangażowaną w system naprawy DNA NHEJ. Takie połączenie promuje na-prawę niehomologicznych pęknięć poprzez rekrutację katali-tycznej podjednostki kinazy DNA-PKCS oraz jej stabilizację w miejscu pęknięcia DNA [50]. Sirtuina 6 jest niezbędna do prawidłowej naprawy dwuniciowych pęknięć w DNA. My-szy pozbawione genu sirtuiny 6 są wrażliwe na ten rodzaj uszkodzeń DNA i wykazują niestabilność genomu, prowa-dzącą do śmierci po około 4 tygodniach życia [51]. Ponadto sirtuina 6 wykazuje zdolność do poliADP-rybozylacji PARP1 (ang. Poly-ADP Ribose Polymerase), enzymu biorącego udział we wczesnych etapach systemów naprawy DNA zarów-no jedno- jak i dwuniciowych uszkodzeń. Gdy dojdzie do uszkodzenia części genomu, PARP1 przyłącza się w zmody-fikowanym miejscu do DNA i promuje jego naprawę m.in. przez wzmocnienie rekrutacji czynników uczestniczących w tym procesie [52]. ADP-rybozylacja PARP1 przez sirtuinę 6 wzmacnia jej aktywność, a co za tym idzie, efektywność pro-cesów naprawy DNA [49].

				Sirtuiny a choroby – możliwości wykorzystania sirtuin w terapii

				Jak wcześniej omówiono, sirtuiny regulują bardzo wiele procesów zachodzących w komórkach ssaków, zaburzona aktywność tych enzymów może więc skutkować pojawia-

			

		

		
			
				niem się różnych chorób. Do takich schorzeń należą m.in. nowotwory, cukrzyca, choroby neurodegeneracyjne czy sercowo-naczyniowe [5]. Poniżej skupiono się na znacze-niu sirtuin w patogenezie nowotworów i cukrzycy typu 2, uwzględniając potencjalne zastosowanie aktywatorów sir-tuin w terapii tych chorób.

				Nowotwory

				Stwierdzono, że sirtuina 6 hamuje rozwój nowotworów. Badania Sebastian i wsp. [53] wykazały, że delecja genu sirtu-iny 6 przyczynia się do powstawania u myszy większej licz-by guzów; są one większe i częściej mają charakter nowotwo-rów złośliwych niż w przypadku myszy kontrolnych Sirtu-ina 6 jest odpowiedzialna za regulację glikolizy w komórkach nowotworowych. Komórki nowotworowe szybko się dzielą i charakteryzują się podwyższonym wychwytem glukozy oraz zwiększoną syntezą i aktywnością enzymów takich jak fosfofruktokinaza 1 (PFK-1) czy dehydrogenaza mleczanowa (LDH). Ten ostatni enzym jest potrzebny w komórkach no-wotworowych ze względu na to, że pozyskują one energię z oddychania beztlenowego, nawet jeśli nie znajdują się w warunkach deficytu tlenu. Sirtuina 6, deacetylując histon H3 i blokując działanie czynnika transkrypcyjnego HIF-1, powo-duje spadek intensywności pobierania glukozy oraz zacho-dzenia glikolizy [26]. W przypadku komórek nowotworo-wych, które uzależniły swój rozwój od energii pochodzącej z glikolizy, uniemożliwia to szybki rozrost guza. Sirtuina 6 zmienia metabolizm w kierunku pobierania energii z oddy-chania tlenowego, hamuje transkrypcję kinazy dehydrogena-zy pirogronianowej (PDHK-1). Enzym ten unieczynnia przez fosforylację dehydrogenazę pirogronianową (PDH), katali-zującą reakcję przekształcenia pirogronianu w acetylo-CoA, który następnie uczestniczy w cyklu Krebsa. Zahamowanie transkrypcji PDHK-1 przez sirtuinę 6 uniemożliwia represję PDH i zahamowanie cyklu Krebsa, co ma miejsce w przypad-ku rozwoju komórek nowotworowych [54].

				Poza spadkiem wydajności glikolizy, sirtuina 6 ogranicza również glukoneogenezę, co dodatkowo utrudnia wzrost komórek nowotworowych. Jak opisano poprzednio, sirtuina 6, pośrednio, powoduje nadmierną acetylację koaktywatora czynnika transkrypcyjnego FOXO1 - PGC-1α. FOXO1 ma pod kontrolą kluczowe enzymy glukoneogenezy, dlatego za-hamowanie jego działania prowadzi do spadku intensywno-ści glukoneogenezy. Czynnik transkrypcyjny p53, znany jako supresor nowotworowy, wzmaga ekspresję sirtuiny 6, czym przyczynia się do silniejszego hamowania glukoneogenezy i supresji wzrostu komórek nowotworowych [55]. Sirtuina 6 oddziałuje także z czynnikiem transkrypcyjnym MYC, który odgrywa ważną rolę w procesie nowotworzenia. Mutacje w jego genie powodują nadekspresję wielu białek, co prowadzi do transformacji zdrowych komórek w komórki nowotworo-we [56]. MYC jest między innymi aktywatorem transkrypcji genów białek oraz RNA budujących rybosomy, czym przy-czynia się do biogenezy rybosomów, a więc pośrednio rów-nież do wzrostu komórek. Natomiast sirtuina 6 ma przeciw-ne działanie, hamuje transkrypcję tych genów. Deacetylacja, przez sirtuinę 6, reszty lizyny 56 histonu 3, zmienia strukturę chromatyny w miejscu, gdzie znajduje się promotor genów kodujących rybosomalne białka i RNA, uniemożliwia przy-łączenie się czynnika transkrypcyjnego MYC do promotora. 
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				Zahamowana jest więc ekspresja tych genów i wzrost ko-mórek nowotworowych [53]. Jest jednak wiele czynników transkrypcyjnych, które powodują zahamowanie ekspresji sirtuiny 6. Do takich należy m.in. RUNX2 (ang. Runt-related Transcription Factor 2), aktywny w przypadku nowotworów piersi, oraz E2F1. RUNX2 hamuje działanie sirtuiny 6 zarów-no na poziomie transkrypcji jak i obróbki potranskrypcyj-nej. Badania Choe i wsp. [54] wykazały, że w komórkach, w których jest eksprymowany RUNX2, obserwuje się wyższy poziom ubikwitylowanej sirtuiny 6 niż w komórkach, w któ-rych nie dochodzi do ekspresji tego czynnika. W komórkach, w których zachodziła ekspresja RUNX2, obserwowano rów-nież niższe stężenie białka i mRNA sirtuiny 6, co sugeruje, że RUNX2 hamuje transkrypcję genu sirtuiny 6. W promotorze genu sirtuiny 6 znajdują się dwa miejsca, do których może się przyłączyć RUNX2. Takie przyłączenie wywołuje zaha-mowanie ekspresji genu kodującego enzym. Podobne działa-nie obserwowano w przypadku czynnika transkrypcyjnego E2F1. Wiąże się on do promotora genu sirtuiny 6 i hamuje ekspresję tego enzymu [57].

				W odróżnieniu od sirtuiny 6, sirtuina 7 stabilizuje trans-formacje nowotworowe komórek, promując tworzenie się nowotworów. Sirtuina 7 katalizuje reakcję deacetylacji reszty lizyny 18 histonu 3 (H3K18Ac) [18]. Badania Seligson i wsp. [58] wykazały, że obecność hipoacetylacji H3K18Ac skore-lowana jest z występowaniem u pacjentów nowotworów złośliwych. Z kolei Barber i wsp. [18] udowodnili, że zmniej-szona zawartość sirtuiny 7 w ludzkich komórkach nowotwo-rowych hamuje rozwój guza. Deacetylacja H3K18 prowadzi również do zahamowania ekspresji miR-34a. Jest to microR-NA zaangażowane w zahamowanie wzrostu oraz indukcję apoptozy komórek nowotworowych. Zaburzenia w ekspresji miR-34a są oznaką powstawania nowotworu [59].

				Cukrzyca

				Jako regulatory procesów wypływających na homeosta-zę glukozy w organizmie, sirtuiny są obiecującym celem w leczeniu cukrzycy typu 2. Najszersze badania są prowadzo-ne nad sirtuiną 1 i jej aktywatorami [60]. Rozwój cukrzy-cy typu 2 jest poprzedzony rozwojem insulinooporności, zwiększonym wydzielaniem tego hormonu i występowa-niem hiperinsulinemii. Badania Sun i wsp. [61] wykazały, że podwyższony poziom sirtuiny 1 w komórkach tkanki mięśniowej przywraca ich wrażliwość na insulinę. Sirtuina 1 hamuje transkrypcję PTP1B (ang. Protein Tyrosine Phospha-tase 1B). Jest to fosfataza inaktywująca kinazy tyrozynowe, w tym receptory insulinowe, w wyniku ich defosforylacji. Deacetylacja PTP1B powoduje unieczynnienie tego enzymu i zwiększenie wrażliwości tkanek na insulinę [62]. Sirtuina 1, deacetylując PTP1B, zapobiega zatem pojawieniu się in-sulinooporności. Zaobserwowano również spadek poziomu mRNA PTP1B w jej obecności, co sugeruje, że sirtuina 1 ha-muje także transkrypcję fosfatazy. Sun i wsp. [61] potwier-dzili, że deacetylacja histonu 3 przez sirtuinę 1 przyczynia się do zmniejszonej ekspresji PTP1B. Aktywatory sirtuiny 1, takie jak SRT1720, są badane w kierunku zastosowania jako leków na cukrzycę typu 2. Badania Milne i wsp. [14], prowadzone in vivo na otyłych myszach, wykazały, że już po tygodniu podawania SRT1720 obniżył się poziom glu-kozy we krwi zwierząt w stanie sytości. Nie wykazano jed-

			

		

		
			
				nak, aby podawanie SRT1720 obniżało glikemię na czczo, co sugeruje, że jest to bezpieczne dla zdrowia i nie jest obar-czone ryzykiem wystąpienia hipoglikemii podczas terapii. Dalsze badania nad SRT1720 wykazały, że związek ten po 4 tygodniach podawania myszom cierpiącym na insulino-oporność łagodzi hiperinsulinemię. Wyniki te są zbliżone do efektów leczenia rozyglitazonem, związkiem powszech-nie stosowanym w terapii cukrzycy typu 2. Co więcej, okazuje się, że mechanizm działania innego znanego leku przeciwcukrzycowego, metforminy także może obejmować aktywację sirtuiny 1 [63]. Jednak z drugiej strony, jak już wcześniej nadmieniono, sirtuina 1, deacetylując FOXO1 i PGC-1α, wzmaga ekspresję genów kodujących enzymy glu-koneogenezy podczas długich okresów głodu. Nadmierna aktywność sirtuiny 1 wywołana podaniem jej aktywatorów mogłaby więc wiązać się, paradoksalnie, z ryzykiem nasile-nia hiperglikemii [64].

				Badania Hirschey i wsp. [65] wykazały, że niedobór sirtuiny 3 również może się przyczynić do występowania zaburzeń metabolicznych charakterystycznych dla cukrzy-cy typu 2. Myszy pozbawione genu kodującego sirtuinę 3, karmione pokarmem wysokotłuszczowym, wykazywały większą insulinooporność, nadwagę oraz hiperlipidemię niż myszy z grupy kontrolnej, eksprymujące sirtuinę 3. Ponadto stwierdzono, że podawanie myszom diety wy-sokotłuszczowej przez długi okres (13 tygodni) powoduje obniżenie aktywności sirtuiny 3, w porównaniu ze stoso-waniem standardowej diety. Spadek aktywności sirtuiny 3 w komórkach trzustki jest charakterystyczny zarówno dla ludzi jak i myszy cierpiących na cukrzycę typu 2. Badania in vitro prowadzone na komórkach β trzustki wyizolowanych od ludzi chorych na cukrzycę typu 2, wykazały, że usunię-cie genu kodującego sirtuinę 3 powoduje indukcję apoptozy tych komórek oraz obniżenie wydzielania insuliny. Dowo-dzi to, że aktywność sirtuiny 3 jest niezbędna do prawidło-wego działania trzustki, sugerując, że podniesienie aktyw-ności tego enzymu mogłoby zostać wykorzystane w celach terapeutycznych u pacjentów z cukrzycą typu 2 [66].

				Podsumowanie

				Sirtuiny to enzymy o wielu funkcjach. Biorą udział w licznych procesach komórkowych, regulując metabolizm ssaków. Substratami sirtuin są nie tylko enzymy szla-ków metabolicznych, ale również czynniki transkrypcyj-ne oraz histony. Sirtuiny mogą więc przyczyniać się do wzmocnienia lub osłabienia aktywności enzymatycznej białek, jak również do zmian w ich ekspresji. Nic więc dziwnego, że zaburzenie działania sirtuin może prowa-dzić do rozwoju poważnych chorób, takich jak cukrzyca czy nowotwory.

				Znanych jest wiele związków regulujących aktywność sirtuin, które są rozważane pod kątem zastosowania w tera-pii. Jest to jednak trudne zadanie, gdyż sirtuiny regulują tak wiele procesów zachodzących w komórkach, że zmiana ich aktywności może pozytywnie wpływać na jeden z objawów choroby, a negatywnie na inny. Niemniej jednak w dalszym ciągu trwają intensywne badania nad terapeutycznym wy-korzystaniem sirtuin i ich aktywatorów.
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				Abstract

				Sirtuins are – in mammals - a family of seven enzymes (sirtuin 1-7) involved in post-translational modification of proteins (mainly deacetyla-tion, but also: polyADP-ribosylation, demalonylation or lipoamidation), and thus – in the regulation of many metabolic processes. The activi-ty of all sirtuins depends on the availability of NAD+. However, the function of individual isoforms is different, even mutually antagonistic. In this article the role of sirtuins in the regulation of glucose and lipid metabolism and in DNA repair mechanisms is described in detail. The significance of these enzymes in diseases pathogenesis, with particular emphasis on diabetes and cancer, is also discussed, indicating the possible therapeutic use of sirtuin activity modulators.
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Sirtuiny i ich rola w regulacji metabolizmu

STRESZCZENIE

irtuiny to - u ssakéw - rodzina siedmiu enzyméw (sirtuina 1-7) uczestniczacych w post-

-translacyjnej modyfikacji bialek (przede wszystkim deacetylacji, ale takze: poliADP-ry-
bozylacji, demalonylacji czy lipoamidacji), a tym samym - w regulacji wielu proceséw me-
tabolicznych. Aktywnoé¢ wszystkich sirtuin jest zalezna od dostepnosci NAD'. Natomiast
funkcja poszczegdlnych izoform jest rézna, a nawet wzajemnie antagonistyczna. W pracy
szczegblowo oméwiono role sirtuin w regulacji metabolizmu glukozy i lipidéw oraz w me-
chanizmach naprawy DNA. Przedstawiono takze znaczenie tych enzyméw w patogenezie
choréb, ze szezegblnym uwzglednieniem cukrzycy i nowotworéw, wskazujac na mozliwe
terapeutyczne zastosowanie modulatoréw aktywnosci sirtuin.

WPROWADZENIE

Gen, ktérego produkt wplywa na stabilnosé genomu, a dzieki temu na diu-
g0s¢ zycia, poczatkowo odkryto u drozdzy. Nazwano go ang. Silent Information
Regulator 2 (SIR2). W pozniejszych badaniach homologi drozdzowego genu SIR2
zidentyfikowano u wiekszodci organizméw, w tym réwniez u ssakow [1]. U tych
ostatnich opisano siedem bialek nalezacych do rodziny sirtuin (SIRTI-SIRT?).
Wystepuja one w ré6znych przedziatach komérkowych [2]. W cytoplazmie jest
obecna glownie sirtuina 2, w mitochondriach dominuja sirtuina 3, sirtuina 41 sir-
tuina 5, natomiast w jadrze komérkowym zlokalizowane sa sirtuina 1, sirtuina 6
oraz sirtuina 7 (Ryc. 1) [3].

Sirtuiny biora udzial w potranslacyjnej obrobee bialek poprzez ich deacylagje
(najczesciej), poliADP-rybozylacje, demalonylacje oraz lipoamidacie [4]. Dzieki
temu sirtuiny moga wplywac na wiele proceséw komérkowych, takich jak me-
tabolizm glukozy oraz lipidow, karcenogeneza, apoptoza, naprawa DNA czy
starzenie sie komorki. Aktywnosc wszystkich sirtuin jest zalezna od dostepno:
Kofaktora - NAD [5].

BUDOWA I MECHANIZM DZIALANIA SIRTUIN

Domena Katalityczna sirtuin sklada sie z okolo 260 reszt aminokwasowych i
wykazuje bardzo wysokie podobieristwo pomiedzy enzymami pochodzacymi
od r6znych gatunkéw. Masa sirtuin waha sie od trzydziestu kilku kDa do na-
wet 120 kDa w przypadku sirtuiny 1. Poszczegélne izoformy sirtuin roznia sie
miedzy soba skladem reszt aminokwasowych na N- i C-koricu, co wplywa na
odmienna lokalizagje komérkowa, aktywnosc enzymatyczng oraz specyficznosé
substratowa (Ryc. 1) [5].

W obrebie domeny Katalitycznej sirtuin wystepuja dwie subdomeny. Subdo-
mena zwana foldem Rossmanna, ktora jest charakterystyczna dla enzyméw wy-
Korzystujacych jako kofaktory FAD lub NAD" oraz druga, mniejsza, subdomena
zdolna do wiazania cynku. Pomiedzy subdomenami tworzy sie miejsce aktywne
enzymu, w ktérym wiaze sie substrat, oraz kieszer, w ktérej lokuje sie NAD* [6].
Miejsce wiazania substratu rézni sie miedzy poszczegélnymi izoformami sirtu-
in. W przypadku najczesciej przeprowadzanej przez sirtuiny reakdji deacetylacji
wazna role odgrywa reszta histydyny, ktora uczestniczy w przeksztalceniu pro-
duktu posredniego w deacetylowany substrat.

Po zwiazaniu sie substratu z miejscem aktywnym enzymu zamyka sie szcze-
lina miedzy subdomenami, subdomena wiazaca cynk zbliza sie do subdome-
ny Rossmanna. Taka zamknigta struktura enzymu umozliwia przylaczenie sie
NAD". Kieszen, do ktorej przylacza sie kofaktor, posiada trzy charakterystyczne
miejsca. Jest to region A, w ktérym zna]dnje sie reszta adeniny, region B, gdzie
lokuje sie reszta ybozy, oraz miejsce C, przeznaczone dla nikotynoamidowej
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kezyca, nowotwory

Wykaz skrotéw: AMPK - kinaza bialkowa za-
lezna od AMP; BER - naprawa DNA przez wy-
ciecie zasad; FOXOL - czynnik transkrypeyjny
2z rodziny forkhead; HIF-1 - czynnik transkryp-
cyjny indukowany hipoksja 1; HR - rekom-
binagja homologiczna; NER - naprawa DNA
przez wyciccie nukleotydéw; NHE] - naprawa
DNA przez laczenie nichomologicznych kori-
c6w; PGC-1a - koaktywator receptoréw akty-
wowanych proliferatorami peroksysoméw La;
PPARY - receptory aktywowane przez prolife-
ratory peroksysoméw y
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