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				Streszczenie

				Naprawa DNA związana jest z szeregiem procesów prowadzących do identyfikacji i na-prawy zmian powstałych w cząsteczkach DNA. Zdolność komórki do naprawy DNA jest istotna nie tylko dla integralności fizycznej całego genomu, ale również dla integralności informacji genetycznej, a więc i dla prawidłowego funkcjonowania całego organizmu. Na-prawa DNA zapobiega szkodliwym wpływom czynników uszkadzających, zarówno będą-cych produktem prawidłowego metabolizmu, jak i pochodzących ze środowiska zewnętrz-nego komórki. Istotną rolę w prawidłowym funkcjonowaniu systemów naprawczych od-grywają białka o nazwie sirtuiny. Należą one do deacetylaz histonów, które usuwają grupy acetylowe z reszt lizynowych wielu białek, jak również biorą udział w ich potranslacyjnej modyfikacji działając jako transferazy mono-ADP rybozylowe. Wykryte zostały w droż-dżach (Saccharomyces cerevisiae), ale ich obecność została potwierdzona zarówno u proka-riontów, jak i eukariontów. W komórkach ssaków oznaczane są symbolami SIRT1–SIRT7. Konserwatywne ewolucyjnie sirtuiny stanowią istotne ogniwo łączące metabolizm komórki z naprawą DNA. W niniejszej pracy zebrane zostały informacje dotyczące regulacji aktyw-ności sirtuin, interakcji między nimi a innymi elementami komórki oraz roli, jakie pełnią w procesie naprawy DNA komórek eukariotycznych. Aktywność sirtuin ma związek z rokowa-niem w schorzeniach związanych ze starzeniem organizmu, takich jak choroby neurodege-neracyjne, cukrzyca czy nowotwory. 

				Sirtuiny – ogólna charakterystyka

				Sirtuiny (SIRT; ang. Silent Information Regulator) stanowią grupę zachowa-nych ewolucyjnie białek, których obecność wykazano we wszystkich domenach życia. Swoją nazwę wywodzą od genu Sir2 (ang. Silent information regulator 2), zidentyfikowanego po raz pierwszy w komórkach drożdży Saccharomyces cere-visiae. Jego produkt reguluje rekombinację rybosomalnego DNA oraz uczestni-czy w wyciszaniu ekspresji innych genów i naprawie DNA [1]. Sirtuiny zaan-gażowane są w wiele ważnych procesów biologicznych: regulację transkrypcji, naprawę DNA, utrzymywanie stabilności chromosomów, metabolizm lipidów oraz cukrów czy regulację poziomu stresu oksydacyjnego. Dlatego, zaburzenia działania sirtuin odgrywają rolę w patogenezie niektórych chorób związanych z wiekiem. 

				Budowa sirtuin oraz ich rola w regulacji metabolizmu została dokładnie opi-sana w 2019 roku przez Frydzińską i wsp., stąd w szczegółach nie będzie przed-miotem niniejszego opracowania [2]. Sirtuiny to białka należące do deacetylaz, które w reakcji zależnej od NAD+ usuwają grupy acetylowe z reszt lizynowych wielu białek. Ponadto, mogą funkcjonować jako transferazy mono-ADP rybo-zylowe, które przeprowadzają potranslacyjną modyfikację białek tj. mono-ADP rybozylację. Najbliższym ewolucyjnie homologiem drożdżowego białka Sir2 w komórkach ludzkich jest SIRT1. Obecnie u ludzi znanych jest siedem jego homo-logów, które różnią się między sobą lokalizacją w komórce: SIRT1 i SIRT2 znaj-dują się zarówno w jądrze komórkowym, jak i w cytoplazmie, SIRT3, SIRT4 oraz SIRT5 są białkami charakterystycznymi dla mitochondriów, natomiast SIRT6 oraz SIRT7 należą do białek jądrowych [2,3]. Długość wszystkich ww. białek waha się od 310 do 747 aminokwasów. Sirtuiny 1 i 6 zlokalizowane w obrębie jądra komórkowego wpływają na znajdujące się tam czynniki transkrypcyjne. Deacetylacja przez sirtuinę 1 czynnika transkrypcyjnego FOXO1 (ang. Forkhead Box Protein O1) powoduje jego aktywację, co prowadzi do zwiększenia trans-krypcji genów glukoneogenezy oraz aktywacji ekspresji czynników transkryp-cyjnych regulujących działanie genów insuliny. Z kolei, sirtuina 6 powodując deacetylację i fosforylację acetylotransferazy GCN5 działa hamująco na czynnik transkrypcyjny PGC-1α (ang. Peroxisome Proliferator-activated Receptor Gamma Coactivator 1α), spowalniając przebieg glukoneogenezy. Obie ww. sirtuiny w wyniku deacetylacji powodują unieczynnienie czynnika transkrypcyjnego HIF-1 (czynnik transkrypcyjny indukowany hipoksją) przez co następuje osłabienie tempa transkrypcji genów procesu glikolizy. SIRT1 i SIRT6 deacetylują również 
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				czynnik transkrypcyjny SREBP-1 (ang. Sterol Regulatory Ele-ment Binding Protein 1), obniżając ekspresję genów, których produkty regulują proces lipogenezy i syntezy cholesterolu. Ponadto, sirtuina 1 poprzez oddziaływanie z kofaktorami czynnika transkrypcyjnego PPARγ (ang. Peroxisome Prolife-rator-activated Receptor-γ) prowadzi do jego inhibicji, regulu-jąc w ten sposób metabolizm lipidów. Sirtuina 6 hamuje ak-tywność czynnika transkrypcyjnego MYC odpowiedzialne-go za transkrypcję genów białek oraz rybosomalnego RNA. Zdarza się, że to czynniki transkrypcyjne takie jak: RUNX2 czy E2F1 stają się represorami aktywności SIRT6. Poza tym, substraty sirtuin mogą pełnić rolę czynników transkrypcyj-nych i tym samym, wpływać na aktywność enzymatyczną białek oraz enzymów glikolitycznych występujących na terenie cytoplazmy. Sirtuiny mitochondrialne (SIRT3-5) wpływają na przebieg cyklu Krebsa i funkcjonowanie łań-cucha oddechowego. Odmienna lokalizacja komórkowa sirtuin wynika najprawdopodobniej z różnic składu amino-kwasowego końca N oraz C enzymu [2]. 

				Naprawa DNA

				Komórki ludzkiego ciała są stale narażone na działanie licznych czynników uszkadzających DNA, które mogą pochodzić zarówno ze środowiska zewnętrznego (pro-mieniowanie UV, promieniowanie jonizujące), ale i we-wnętrznego (błędy replikacyjne, uszkodzenia oksydacyj-ne, hydrolityczne, pęknięcia nici) [4]. W odpowiedzi na tak zróżnicowany charakter czynników uszkadzających DNA, w komórkach eukariotycznych został rozwinięty system, który zapewnia integralność genomu, nazwany szlakiem odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA dama-ge response). Rodzaj uszkodzenia DNA determinuje sposób jego naprawy, jednakże wszystkie systemy naprawcze łą-czy podobny schemat działania. Większość odpowiedzi na uszkodzenia opiera się na złożonej sekwencji zdarzeń, w 

			

		

		
			
				której uczestniczy wiele wyspecjalizowanych białek. Two-rzą one swoistą kaskadę sygnalizacyjną prowadzącą do naprawy uszkodzenia, ,,przetwarzania” RNA, remodelo-wania chromatyny, transkrypcji, apoptozy, autofagii czy starzenia komórkowego. Aktywacja szlaku DDR prowadzi do uruchomienia punktów kontrolnych cyklu komórko-wego i zatrzymania podziałów, co uniemożliwia przeka-zanie uszkodzonego DNA do komórek potomnych. Jedno-cześnie zostają aktywowane mechanizmy naprawy DNA zapewniające stabilność informacji genetycznej komórki. Głównymi systemami naprawy DNA są: rekombinacja ho-mologiczna (ang. homologous recombination; HR), niehomo-logiczne łączenie końców (ang. non-homologous end joining; NHEJ), naprawa przez wycinanie zasad azotowych (ang. base excision repair; BER), naprawa przez wycinanie nukle-otydów (ang. nucleotide excision repair; NER) oraz napra-wa pęknięć jednoniciowych (ang. single strand break repair; SSBR), która przez wielu uznawana jest za podtyp BER (Tabela 1) [5]. Kluczową rolę w regulacji głównych syste-mów naprawczych odgrywają sirtuiny (SIRT1-7) (Ryc. 1).

				Sirtuina 1

				Sirtuina 1 (SIRT1) może modulować naprawę DNA po-przez deacetylację chromatyny, co w większości przypad-ków, prowadzi do jej kondensacji, przez co reguluje dostęp białek naprawczych do miejsca uszkodzenia (Ryc. 3). Celem działania białka SIRT1 są głównie acetylowane reszty lizyny w pozycjach 26 histonu H1, 9 i 56 histonu H3 oraz 16 histo-nu H4 [6]. 

				Sirtuina 1 przez długi czas uważana była za białko będą-ce promotorem transformacji nowotworowej. Zwiększoną aktywność tego białka obserwowano w wielu typach nowo-tworów [7]. Inne badania sugerują, że obniżona aktywność sirtuiny 1 może przyczyniać się do genetycznej niestabilno-ści, przez co można przypuszczać, że funkcjonuje jako biał-ko supresorowe [8]. 

				Bezpośrednia interakcja fizyczna SIRT1 z białkiem TP53 reguluje jego aktywność. Ponadto, poprzez deacetylację wielu lizyn, w tym Lys320, Lys373 oraz Lys382 sirtuina 1 hamu-je aktywność transaktywacyjną białka TP53, zapobiegając apoptotycznej śmierci komórki w odpowiedzi na uszkodze-nia DNA. W ten sposób przyczynia się do zaindukowania transformacji nowotworowej [9,10].

				W regulacji osi SIRT1-TP53 kluczową rolę odgrywa biał-ko HIC1 (ang. Hypermethylated in Cancer 1). HIC1 tworzy z SIRT1 kompleks represyjny wiążący się z promotorem genu SIRT1, hamując w ten sposób jego transkrypcję. Inaktywa-cja HIC1 nasila aktywność białka SIRT1, które poprzez de-acetylację inaktywuje białko TP53, zapobiegając apoptozie komórki, pomimo akumulacji uszkodzeń DNA. W komór-kach, w których naprawa DNA przebiega sprawnie, spadek stężenia białka TP53 może prowadzić do obniżenia aktyw-ności HIC1, a w konsekwencji zwiększonej syntezy białka SIRT1 utrzymującej TP53 w stanie nieaktywnym (Ryc. 2) [11]. 

				Innym kluczowym białkiem zaangażowanym w prze-bieg cyklu komórkowego jest czynnik transkrypcyjny E2F1, 

			

		

		
			
				Rycina 1. Udział sirtuin w głównych systemach naprawy DNA. Wykaz skrótów: BER (ang. base excision repair) – naprawa przez wycinanie zasad; HR (ang. homolo-gous recombination) – rekombinacja homologiczna; NER (ang. nucleotide excision repair) – naprawa przez wycinanie nukleotydów; NHEJ (ang. non-homologous end joining) – naprawa przez niehomologiczne łączenie końców; SIRT (ang. sirtuin) – sirtuina.
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				który ma zdolność do wiązania się z promotorem genu SIRT1, aktywując jego ekspresję. Jednocześnie sirtuina jest inhibitorem E2F1, co prowadzi do utworzenia pętli EF21--SIRT1 (Ryc. 2). Oddziaływanie to chroni komórkę przed uszkodzeniami DNA, co udowodniono w badaniach in vitro z wykorzystaniem komórek raka płuc (H1299) oraz komó-rek wywodzących się z kostniakomięsaka (U20S) [12].

				Białko SIRT1 może funkcjonować jako promotor trans-formacji nowotworowej poprzez epigenetyczną represję aktywacji genów supresorowych oraz białek zaangażo-wanych w naprawę DNA. SIRT1 reguluje przetrwanie komórki poprzez regulację aktywności czynników trans-krypcyjnych rodziny FOXO (ang. forkhead family of trans-cription factors) [13,14]. W odpowiedzi na czynniki uszka-dzające, SIRT1 poprzez oddziaływanie z FOXO3a, indu-kuje ekspresję genów zaangażowanych w naprawę DNA oraz regulację cyklu komórkowego [15,16]. SIRT1 odwraca również acetylację FOXO4 wywoływaną nadtlenkiem wo-doru, indukując białko GADD45 (ang. growth arrest and DNA-damage-inducible α) w odpowiedzi na stres oksyda-cyjny [17,18]. Białko to odgrywa kluczową rolę w odpo-wiedzi na uszkodzenia DNA, bierze udział w zatrzymaniu cyklu komórkowego oraz naprawie DNA [19]. Firestein i wsp. wykazali, że białko SIRT1 może funkcjonować jako supresor transformacji nowotworowej komórek mysich APCmin/+. Wzrost aktywacji białka SIRT1 ogranicza rozwój nowotworu jelita grubego poprzez deacetylację β-kateniny oraz delokalizację onkogennej formy β-kateniny z jądra do cytoplazmy [20]. 

				Obniżoną aktywność białka SIRT1 obserwuje się w przy-padku nowotworów piersi związanych z mutacjami genu BRCA1 (ang. breast cancer type 1 susceptibility protein), klu-czowego w naprawie pęknięć dwuniciowych. Jednocześnie BRCA1 wykazuje zdolność do wiązania się z promotorem genu SIRT1 i indukuje ekspresję docelowego genu. Spadek aktywności białka SIRT1 w komórkach, w których występu-ją mutacje genu BRCA1, przyczynia się do ich transformacji nowotworowej. Wskazuje to na istotną rolę supresorową sirtuiny 1. SIRT1 wykazuje również aktywność proapop-totyczną poprzez negatywną regulację aktywacji białka surwiwiny. Inaktywacja związana jest z deacetylacją lizyn w pozycji 9 histonów H3 w regionie promotorowym anty-apoptotycznego genu surwiwiny [21].

				SIRT1 może bezpośrednio deacetylować, i tym samym aktywować, wiele białek naprawy pęknięć dwuniciowych DNA, w tym białka Ku, NBS1 oraz helikazę Wernera (Ryc. 3) [22–24]. Komórki pozbawione sirtuiny 1 charak-teryzują się zmniejszoną zdolnością naprawy uszkodzeń 

			

		

		
			
				powodowanych przez promieniowanie γ oraz zmniejszo-ną liczbą skupisk białek naprawczych – γH2AX, BRCA1, NBS1 oraz RAD51 w miejscach uszkodzenia [8]. Ponadto, efektywna rekrutacja SIRT1 do DSB wymaga sygnalizacji z udziałem kinazy ATM oraz histonu H2AX [8,25]. In-nymi białkami aktywującymi SIRT1 są kinazy punktów kontrolnych cyklu komórkowego. Wykazano, że CHK1 aktywuje SIRT1 poprzez fosforylację enzymu na resztach treoniny – Thr530 oraz Thr540 [26]. Możliwymi konsekwen-cjami obniżonych zdolności naprawczych pęknięć dwu-niciowych DNA są liczne translokacje oraz fuzje chromo-somalne [8,25]. 

				Białko SIRT1 bierze także udział w kontroli aktywności endonukleazy AP (ang. apurinic/apyrimidinic (AP) endonuc-lease). Kluczową modyfikacją potranslacyjną regulującą aktywność białka APE1 jest acetylacja lizyn na N-końcu 
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				Rycina 2. Zależność między ekspresją/aktywnością SIRT1, a innymi białkami w procesie transkrypcji. (A) SIRT1 w reakcji deacetylacji reguluje aktywność białka TP53, prowadząc do obniżenia jego zdolności do indukcji apoptozy; (B) Acetylo-wane białko TP53 jest czynnikiem transkrypcyjnym wielu genów, w tym HIC1; (C) HIC1 z SIRT1 tworzy kompleks represyjny genów kodujących SIRT1, pro-wadząc do utworzenia osi SIT1-HIC1-TP53; (D) SIRT1 obniża aktywność E2F1 prowadząc do utworzenia pętli EF21-SIRT1. Wykaz skrótów: E2F1 (ang. E2F Trans-cription Factor 1) – czynnik transkrypcyjny E2F1; TP53 (ang. Tumor Protein P53) – białko TP53; SIRT1 (ang. sirtuin 1) – sirtuina 1.

			

		

		
			
				Tabela 1. Główne systemy naprawy DNA w komórkach człowieka [5].

				
					System naprawy DNA

				

				
					Rodzaj uszkodzenia

				

				
					Naprawa przez wycinanie zasad azotowych (BER), naprawa pęknięć jednoniciowych (SSB)

				

				
					uszkodzenia pojedynczych zasad przez oksydację, alkilację, hydrolizę czy deaminację, addukty zasad azotowych, błędna/nieskuteczna aktywność topoizomerazy

				

				
					Naprawa przez wycinanie nukleotydów (NER) 

				

				
					obszerne addukty zasad azotowych, fotoprodukty UV

				

				
					Niehomologiczne łączenie końców (NHEJ)

				

				
					pęknięcia dwuniciowe 

				

				
					Rekombinacja homologiczna (HR)

				

				
					pęknięcia dwuniciowe, zatrzymane widełki replikacyjne, międzyniciowe wiązania krzyżowe (ICL), błędna/nieskuteczna aktywność topoizomerazy
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				endonukleazy. SIRT1 deacetyluje APE1, co zwiększa ak-tywność enzymatyczną endonukleazy, chroniąc komórkę przed czynnikami genotoksycznymi oraz stresem oksyda-cyjnym [27]. SIRT1 może również deacetylować glikozy-lazę DNA tyminy – TDG (ang. thymine DNA glycosylase), stymulując jej aktywność (Ryc. 3) [28].

				Sirtuina 1 wykazuje również działanie wspomagają-ce naprawę DNA typu NER zaangażowaną w usuwanie uszkodzeń wywoływanych promieniowaniem UV. SIRT1 wchodzi w bezpośrednią interakcję z białkiem XPA, de-acetulując Lys63 oraz Lys67, zwiększając powinowactwo XPA do ERCC1-XPF i w ten sposób zapewniając efektyw-ną naprawę DNA [29]. SIRT1 zwiększa również aktywność samego białka XPC (Ryc. 3) [30]. 

				Jang i wsp., udowodnili, że SIRT1 moduluje poziom syn-tezy dwóch białek zaangażowanych w system naprawy błęd-nie sparowanych zasad – MSH2 i MSH3 oraz enzymu APEX1 zaangażowanego w naprawę BER. Inhibicja SIRT1 prowadzi do apoptotycznej śmierci komórek embrionalnych, ukazując tym samym kluczową rolę białka SIRT1 dla utrzymania sta-bilności genomowej ludzkich komórek embrionalnych [31].

				SIRT1 moduluje również aktywność białek modyfikują-cych strukturę chromatyny – metylotransferaz histonowych i acetylotransferaz [32,33].

			

		

		
			
				Sirtuina 2

				Białko SIRT2 odgrywa istotną rolę podczas odpowiedzi komórki na stres replikacyjny (RSR, ang. replicative stress re-sponse), przyczyniając się do utrzymania integralności geno-mowej (Ryc. 3). SIRT2 poprzez deacetylację kinazy zależnej od cyklin (CDK9) przyczynia się do jej aktywacji [34], a z kolei usunięcie grupy acetylowej lizyny w pozycji 16 histo-nu H4 (H4K16Ac) umożliwia metylację lizyny w pozycji 20 histonu H4 (H4K20) poprzez metylazę PR-Set7. Innymi substratami białka SIRT2 są acetylowane lizyny w pozycji 56 histonu H3, których deacetylacja umożliwia wejście ko-mórki w mitozę [35,36].

				Sirtuiny: 3–5

				Uszkodzenia jądrowego DNA prowadzą do aktywacji wielu szlaków sygnalizacyjnych. Jednym z najmniej pozna-nych szlaków jest szlak sygnalizacyjny obejmujący interak-cję pomiędzy jądrem komórkowym i mitochondriami. W sygnalizacji tej bierze udział wiele białek zaangażowanych w naprawę jądrowego DNA, w tym kinazy ATM, PARP-1, TP53 oraz sirtuiny. Pomimo słabszego poznania mechani-zmów naprawy mitochondrialnego DNA, charakteryzują się one sprawnym funkcjonowaniem systemu BER, bezpo-średniej rewersji uszkodzeń, MMR oraz DSBR. Nie wykaza-no natomiast aktywności systemu NER w tym organellum [37].

			

		

		
			
				Rycina 3. Rola sirtuin w naprawie DNA. SIRT1 w procesie deacetylacji stymuluje wiele białek wchodzących w skład systemów naprawczych: XPA oraz XPC (NER), białka Ku i NBS1 (naprawa pęknięć dwuniciowych), glikozylazy TDG oraz endonukleazy APE1 (BER), oraz innych czynników związanych z utrzymaniem stabilności genomowej (TP53, WRN). Sirtuiny mitochondrialne (SIRT3, SIRT4 oraz SIRT5) zapobiegają głównie uszkodzeniom DNA powodowanym przez reaktywne formy. SIRT6 podobnie, jak SIRT1 stymuluje białka naprawy BER (MYH, APE1), naprawy pęknięć dwuniciowych (kinazy DNA-PKCS, białka Ku) oraz wpływa na rekrutację białek naprawczych poprzez aktywację polimeraz poli(ADP)rybozy. Reakcje deacetylacji katalizowane przez sirtuiny przedstawiono na rycinie niebieskimi liniami. Interakcje o charakterze innym niż deacetylacja przedstawiono liniami fioletowymi. Wykaz skrótów: APE (ang. apurinic/apyrimidinic (AP) endonuclease) – endonukleaza apurynowa/apirymidynowa; BER (ang. base excision repair) – naprawa przez wycinanie zasad; DNA-PKCS (ang. DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit) – podjednostka katali-tyczna kinazy zależnej od DNA; HR (ang. homologous recombination) – rekombinacja homologiczna; Ku – białko Ku70/80; MYH (ang. mutY DNA glycosylase) – glikozylaza DNA adeniny; NER (ang. nucleotide excision repair) – naprawa przez wycinanie nukleotydów; NHEJ (ang. non-homologous end joining) – naprawa przez niehomologiczne łączenie końców; PARPS (ang. poly (ADP-ribose) polymerase) – polimerazy poli(ADP-rybozy); ROS (ang. reactive oxygen species) – reaktywne formy tlenu; RSR (ang. replicative stress response) – odpowiedź na stres replikacyjny; SIRT (ang. sirtuin) – sirtuina; SNF2h (ang. SNF2 homologue) – homolog białka SNF2; TDG (ang. Thymine-DNA glycosylase) – glikozylaza DNA tyminy; XPA, XPC (ang. Xeroderma pigmentosum protein A/C) – białka XPA i XPC.
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				Z uwagi na mitochondrialną lokalizację SIRT3, SIRT4 oraz SIRT5, nie biorą one udziału w naprawie jądrowego DNA. Ich funkcja związana jest z ochroną komórki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi generowanymi w procesie oddychania komórkowego w mitochondriach. SIRT3 regu-luje m.in. wytwarzanie reaktywnych form tlenu poprzez re-gulację równowagi redoks utrzymywanej przez glutation. Białko SIRT3, podobnie jak SIRT1, deacetyluje białka Ku70, a ponadto wykazuje aktywność deacetylazy histonów w sto-sunku do H3K9 oraz H4K16 w warunkach in vitro. Z kolei, białko SIRT4 chroni genom komórki zapobiegając wejściu glutaminy w cykl kwasów trójkarboksylowych, obniżając aktywność dehydrogenazy glutaminianowej i zatrzymując cykl komórkowy. Zapewnia w ten sposób komórce wystar-czającą ilość czasu na naprawę uszkodzenia DNA. (Ryc. 3) [3,6,38]. 

				Sirtuina 6

				Sirtuina 6 (SIRT6) jest białkiem zaangażowanym w utrzy-mywanie prawidłowej struktury telomerów. Zapobiega fu-zjom chromosomalnym, zapewniając efektywną naprawę DNA w rejonach telomerowych. Podobnie jak sirtuina 1, białko SIRT6 reguluje ekspresję genów poprzez kontrolo-wanie acetylacji białek histonowych. Zidentyfikowanymi substratami dla białka SIRT6 są białka histonowe zawierają-ce acetylowane lizyny w pozycjach 9 i 56 histonu H3 (H3K9, H3K56). Umożliwia w ten sposób sprawną asocjację helika-zy WRN z chromatyną, zapewnia sprawność procesu repli-kacji oraz reguluje metabolizm telomerów. Spadek aktyw-ności białka SIRT6 prowadzi do niestabilności genomowej oraz nadwrażliwości na metylometanosulfonian, nadtlenek wodoru oraz promieniowanie jonizujące. Skutkiem defek-tów SIRT6 jest obniżona zdolność komórki do naprawy dwuniciowych pęknięć DNA [39,40]. 

				Białko SIRT6 bierze udział w niehomologicznym łącze-niu końców poprzez interakcję z podjednostką katalityczną kinazy zależnej od DNA (ang. DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit) (DNA-PKcs) i białkiem Ku70/80. Wspoma-ga ich asocjację z chromatyną poprzez deacetylacje histonu H3K9 oraz deacetylację lizyn – Lys539 oraz Lys543 białka Ku70 (Ryc. 3). Ponadto, sirtuina 6 pomaga stabilizować białko DNA-PKcs w miejscach uszkodzenia, wspomagając napra-wę pęknięcia i przyczyniając się do utrzymania stabilności genomowej [39,41]. 

				Białko SIRT6 wchodzi również w interakcję z polimerazą poli(ADP-rybozy) – PARP1 (ang. poly(ADP-ribose) polymera-se) przeprowadzając mono-ADP rybozylację Lys521 enzymu, zwiększając jego aktywność i przyczyniając się do bardziej efektywnej sygnalizacji uszkodzenia (Ryc. 3) [42]. Aktyw-ność białka PARP1 prowadzi do relaksacji struktury chro-matyny poprzez modyfikację białek histonowych H1 oraz H2B, co umożliwia białkom naprawczym, takim jak XRCC1 i polimerazie β dostęp do uszkodzenia podczas naprawy BER [43]. Białko SIRT6 ma również wpływ na prawidłowe funkcjonowanie systemu BER poprzez stymulację aktywno-ści glikozylazy MYH (ang. mutY DNA glycosylase) i endonu-kleazy APE1 (Ryc. 3). SIRT6 wchodzi również w  interakcję z kompleksem Rad9-Rad1-Hus1 przyczyniając się do efek-

			

		

		
			
				tywnej rekrutacji helikazy WRN w miejsce zatrzymanych widełek replikacyjnych [44]. SIRT6 jest również jednym z białek, które najwcześniej rekrutowane jest do naprawy pęknięć nici DNA. Ponadto, sirtuina 6 rekrutuje białko re-modelujące chromatynę SNF2h przyczyniając się do utwo-rzenia jej otwartej struktury, umożlwiającej dostęp białek naprawczych – 53BP1(ang. p53-binding protein 1), RPA (ang. replication protein A) oraz BRCA1 do miejsc uszkodzenia (Ryc. 3) [45]. Białko SIRT6 odgrywa kluczową rolę w utrzy-maniu stabilności genomowej komórek, szczególnie w od-powiedzi na stres oksydacyjny [42]. 

				Sirtuina 7

				Białko SIRT7 jest najmniej poznaną sirtuiną będącą istot-nym komponentem maszynerii transkrypcyjnej polimerazy RNA I [46]. Główną aktywnością enzymatyczną SIRT7 jest deacetylacja, jednak enzym ten posiada znacznie ograni-czone spektrum substratu, w skład którego wchodzą ace-tylowane lizyny w pozycji 18 histonu 3 oraz białko TP53 (Ryc. 3) [47,48]. W komórkach mysich nokaut genu sirtu-iny 7 prowadzi do zwiększonego poziomu acetylowanych histonów H3K18, co obniża zdolność komórki do naprawy pęknięć dwuniciowych na drodze NHEJ [49]. 

				PARP a sirtuiny

				Polimerazy poli(ADP-rybozy) – PARPs katalizują kon-serwatywną ewolucyjnie modyfikację potranslacyjną, w której reszty APD-rybozy z NAD+ zostają przeniesione na reszty aminokwasowe wielu białek, tworząc struktury po-limerowe. Rodzina PARP składa się z 17 białek, z czego PARP1 odpowiedzialne jest za większość reakcji rybozyla-cji w komórce. Pierwszymi zidentyfikowanymi czynnikami prowadzącymi do aktywacji PARP były pęknięcia dwuni-ciowe, do których białka wiążą się poprzez motyw palca cynkowego. Delecja genów kodujących PARP1 oraz PARP2 lub zastosowanie inhibitorów PARP zwiększa wrażliwość komórek na czynniki uszkadzające DNA. Ogony PAR (po-limery ADP-rybozy) funkcjonują bowiem jako rusztowanie dla białek naprawczych, umożliwiając wydajną naprawę jedno- oraz dwuniciowych pęknięć DNA oraz wspomagają prawidłowe działanie systemu BER. Można przypuszczać, że PARP konkuruje z sirtuinami o dostępność NAD+, który jest głównym źródłem monomerów ADP-rybozy. Istnienie takiej zależności jest jednak mało prawdopodobne np. dla SIRT1, gdzie zmniejszenie aktywności PARP1 może być wynikiem wyczerpania wewnątrzkomórkowych zasobów NAD+. Ograniczenie takie może być natomiast efektem bez-pośredniej interakcji między białkami lub wynikiem deace-tylacji PARP1 [50]. 

				Kolejne badania sugerują odwrotną zależność, gdzie PARP1, w sposób pośredni, poprzez zużycie zasobów NAD+ (spadek do 20-30% poziomu podstawowego) ograni-cza aktywność białka SIRT1. Zależności takiej nie obserwu-je się dla sirtuin, których lokalizacja jest inna niż jądrowa. PARP2 jest natomiast represorem tranksrypcyjnym genu SIRT1 [50]. Warto podkreślić, że aktywność sirtuin jest ści-śle regulowana przez NAM – produkt reakcji katalitycznej PARP oraz sirtuin, co w połączeniu z kompartmentacją NAD+ nadaje regulacji wysoki stopień złożoności [51,52].
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				Podsumowanie

				Sirtuiny stanowią interesującą rodzinę wyspecjalizowa-nych enzymów o aktywności deacetylazy oraz mono-ADP--rybozylotransferazy. Występują we wszystkich domenach życia, gdzie pełnią istotną rolę w regulacji szerokiego zakre-su procesów biologicznych, w tym wyciszania ekspresji ge-nów, apoptozy oraz metabolizmu. Szczególną rolę pełnią si-tuiny w procesie naprawy DNA. Kluczowe dla zrozumienia działania sirtuin w tym procesie są ich powiązania ze stanem metabolicznym komórki (stężenie NAD+) w przestrzeniach komórkowych. Będący kofaktorem oraz produktem wielu reakcji NAD+ stanowi element zespalający wiele procesów zachodzących w komórce. Deacetylacja przeprowadzana przez sirtuiny należy do podstawowych mechanizmów epi-genetycznych regulujących stopień upakowania chromaty-ny. Największy udział w procesach naprawy DNA mają bez wątpienia sirtuina 1 i 6. Deacetylacja przez SIRT1 endonu-kleazy AP zwiększa jej aktywność, a tym samym wydajność systemu BER. Z kolei, deacetylacja białek XPA i XPC przez sirtuinę 1 w systemie NER zwiększa jego efektywność po-przez stabilizację kompleksu enzymów uczestniczących w naprawie DNA. Sirtuiny odgrywają również kluczową rolę w naprawie pęknięć dwuniciowych wchodząc w interakcje z białkami systemu niehomologicznego łączenia końców DNA (NHEJ) oraz składnikami systemu naprawy wyko-rzystującego homologie (HR). Sirtuina 6 jest wymagana do prawidłowej naprawy pęknięć dwuniciowych w DNA, a zwiększenie jej aktywności poprzez ADP-rybozylację PARP1 wpływa na wzrost wydajności systemów napraw-czych w komórce. Zrozumienie skomplikowanych połączeń krzyżowych pomiędzy sirtuinami, białkami naprawy DNA oraz stanem chromatyny, pozwoli na skuteczniejsze lecze-nie wielu chorób, w tym nowotworowych.
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				Summary

				DNA repair involves number of processes required for detection and repair of DNA damage. The ability to repair existing damage is crucial for preservation of both physical integrity of the genome and fidelity of genetic information. Genetic insults may derive from either metabolic reactions inside the cell or come from exogenous environment. Sirtuins belong to the class of histone deacetylases that catalyze the removal of acetyl moieties from the lysine residues of both histone and nonhistone proteins. Furthermore, some sirtuins exhibit mono-ADP-ribosyl-transferase activity that regulates activity of various proteins. The first sirtuin was identified in yeast (Saccharomyces cerevisiae), however both prokaryotic and eukaryotic homologs of sirtuins were later discovered. Seven mammalian homologs (SIRT1-SIRT7) exist. Sirtuins represent an emerging group of enzymes that coordinate DNA repair in respect of cellular metabolic status and may have a prominent role in neoplastic transformation, diabetes, ageing and age-related diseases such as neurodegeneration. The aim of this paper is to review recent research on the role of sirtuins in DNA repair processes.
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STRESZCZENIE

Napnwa DNA zwiazana jest z szeregiem proceséw prowadzacych do identyfikacji i na-
prawy zmian powstalych w czasteczkach DNA. Zdolnoé¢ komérki do naprawy DNA
jest istotna nie tylko dla integralnoéci fizycznej calego genomu, ale réwniez dla integralnosci
informacji genetycznej, a wiec i dla prawidlowego funkcjonowania calego organizou. Na-
prawa DNA zapobiega szkodliwym wplywom czynnikéw uszkadzajacych, zaréwno beda-
cych produktem prawidlowego metabolizmu, jak i pochodzacych ze érodowiska zewnetrz-
nego komérki. Istotna role w prawidlowym funkcjonowaniu systeméw naprawczych od-
grywaja bialka o nazwie sirtuiny. Nalez one do deacetylaz histonéw, ktére usuwaja grupy
acetylowe z reszt lizynowych wielu bialek, jak réwniez biora udzial w ich potranslacyjnej
modyfikacji dzialajac jako transferazy mono-ADP rybozylowe. Wykryte zostaly w droz-
dzach (Saccharomyces cerevisiae), ale ich obecnoéé zostala potwierdzona zaréwno u proka-
riontéw, jak i eukariontéw. W komérkach ssakéw oznaczane sa symbolami SIRT1-SIRT?.
Konserwatywne ewolucyjnie sirtuiny stanowia istotne ogniwo laczace metabolizm komérki
2z naprawa DNA. W niniejszej pracy zebrane zostaly informacje dotyczace regulacji aktyw-
nosci sirtuin, interakcji miedzy nimi a innymi elementami komoérki oraz roli, jakie pelnia w
procesie naprawy DNA komérek eukariotycznych. Aktywnosé sirtuin ma zwiazek z rokowa-
niem w schorzeniach zwiazanych ze starzeniem organizmu, takich jak choroby neurodege-
neracyjne, cukrzyca czy nowotwory.

SIRTUINY - OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Sirtuiny (SIRT; ang. Silent Information Regulator) stanowia grupe zachowa-
nych ewolucyjnie bialek, ktorych obecnosé wykazano we wszystkich domenach
#ycia. Swoja nazwe wywodza od genu Sir? (ang. Silent information regulator 2),
zidentyfikowanego po raz pierwszy w komorkach drozdzy Saccharomyces cere-
visiae. Jego produkt reguluje rekombinacje rybosomalnego DNA oraz uczestni-
czy w wyciszaniu ekspresji innych genéw i naprawie DNA [1]. Sirtuiny zaan-
gazowane sa w wiele waznych procesow biologicznych: reguladje transkrypeji,
naprawe DNA, utrzymywanie stabilnosci chromosoméw, metabolizm lipidéw
oraz cukréw czy regulacje poziomu stresu oksydacyjnego. Dlatego, zaburzenia
dzialania sirtuin odgrywaja role w patogenezie niektorych chorob zwiazanych
2z wiekiem.

Budowa sirtuin oraz ich rola w regulacji metabolizmu zostala dokladnie opi-
sana w 2019 roku przez Frydziriska i wsp., stad w szczegélach nie bedzie przed-
miotem niniejszego opracowania [2]. Sirtuiny to bialka nalezace do deacetylaz,
ktére w reakji zaleznej od NAD” usuwaja grupy acetylowe z reszt lizynowych
wielu bialek. Ponadto, moga funkcjonowac jako transferazy mono-ADP rybo-
zylowe, ktore przeprowadzaja potranslacyjna modyfikacje bialek . mono-ADP
rybozylacje. Najblizszym ewolucyjnie homologiem drozdzowego bialka Sir2 w
Komérkach ludzkich jest SIRT1. Obecnie u ludzi znanych jest siedem jego homo-
logow, ktére roznia sie miedzy soba lokalizacja w komérce: SIRT1 i SIRT2 znaj-
duja sie zaréwno w jadrze komérkowym, jak i w cytoplazmie, SIRT3, SIRT4 oraz
SIRTS sa bialkami charakterystycznymi dla mitochondriéw, natomiast SIRT6
oraz SIRTY naleza do bialek jadrowych [2,3]. Dlugos¢ wszystkich ww. bialek
waha sie od 310 do 747 aminokwaséw. Sirtuiny 1 i 6 zlokalizowane w obrebie
jadra komérkowego wplywaja na znajdujace sie tam czynniki transkrypcyjne.
Deacetylacja przez sirtuine 1 czynnika transkrypeyjnego FOXOL (ang. Forkhead
Box Protein O1) powoduje jego aktywacje, co prowadzi do zwiekszenia trans-
krypdji genow glukoneogenezy oraz aktywadji ekspresji czynnikow transkryp-
cyjnych regulujacych dzialanie genéw insuliny. Z kolei, sirtuina 6 powodujac
deacetyladje i fosforylacje acetylotransferazy GCN5 dziala hamujaco na czynnik
transkrypeyjny PGC-la (ang. Peroxisome Proliferator-activated Receptor Gamma
Conctivator 1a), spowalniajac przebieg glukoneogenezy. Obie ww. sirtuiny w
wyniku deacetylacji powoduja unieczynnienie czynnika transkrypcyjnego HIF-
1 (czynnik transkrypeyjny indukowany hipoksja) przez co nastepuje oslabienie
tempa transkrypji genow procesu glikolizy. SIRT1 i SIRT6 deacetyluja rowniez
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