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				STRESZCZENIE

				Nowotwory, cukrzyca typu 2, choroby sercowo-naczyniowe czy neurologiczne to zabu-rzenia powszechnie klasyfikowane jako choroby, które mają znaczący wpływ na dłu-gość i jakość życia człowieka. Ważną rolę w ich patogenezie i powikłaniach odgrywają sirtu-iny. Liczne badania wskazują, że modulacja ekspresji tych białek może spowalniać procesy starzenia i obumierania komórek, przeciwdziałać stanom zapalnym, a także regulować pro-cesy metaboliczne, a w konsekwencji modyfikować postęp choroby. Jedną z najlepiej pozna-nych sirtuin jest sirtuina 1, której najsilniejszym naturalnym aktywatorem jest resweratrol. Opracowanie alternatywnych terapii z udziałem naturalnych związków takich jak reswera-trol jest wysoce pożądane ze względu na znacznie mniejszą toksyczność, a co za tym idzie również mniejszą ilość skutków ubocznych w porównaniu z terapiami konwencjonalnymi. Niniejszy przegląd podsumowuje zatem możliwe korzyści płynące z zastosowania reswera-trolu jako agonisty sirtuiny 1 w profilaktyce i leczeniu chorób człowieka w oparciu o wyniki dotychczas przeprowadzonych badań.

				WPROWADZENIE

				Sirtuiny (ang. silent information regulator, SIRT) są rodziną wysoce konserwa-tywnych białek enzymatycznych (NAD+ zależnych deacetylaz lizyny), które występują we wszystkich organizmach, od bakterii po rośliny i zwierzęta [1]. Ich nazwa pochodzi od białka Sir2 (ang. silent information regulator 2), odkrytego w komórkach drożdży Saccharomyces cerevisiae, zaangażowanego w wyciszanie transkrypcji genów. Główną funkcją sirtuin jest katalizowanie reakcji NAD+ za-leżnej deacetylacji i mono-ADP-rybozylo transferacji [2]. Ponadto dowiedziono, że sirtuiny mogą modyfikować zarówno białka histonowe jak i niehistonowe. Sprawia to, że odgrywają znaczącą rolę w regulacji wielu istotnych procesów komórkowych, takich jak metabolizm glukozy i lipidów, cykl komórkowy, stres oksydacyjny, stan zapalny oraz mechanizmy naprawcze DNA [3].

				W organizmach ssaków odkryto do tej pory siedem sirtuin (SIRT1-SIRT7), które na podstawie analizy filogenetycznej zostały przydzielone do czterech klas (I-IV) [4]. SIRT1, SIRT2 i SIRT3 zostały przyporządkowane do klasy I, w której występuje również drożdżowe białko Sir2. Do klasy II zaliczona została SIRT4, zaś do klasy III SIRT5. Z kolei SIRT6 oraz SIRT7 przynależą do klasy IV. Białka te mają różnorodną lokalizację w obrębie komórki, mogą występować w jądrze komórkowym, cytoplazmie oraz mitochondriach [5]. Charakterystycznym miej-scem występowania SIRT1, SIRT6 i SIRT7 jest jądro komórkowe, aczkolwiek SIRT1 można znaleźć również w cytoplazmie. SIRT2 w zależności od fazy cyklu komórkowego obecna jest zarówno w cytoplazmie jak i w jądrze komórkowym. Typową lokalizacją dla SIRT3, SIRT4 oraz SIRT5 jest natomiast mitochondrium. Ludzkie sirtuiny są zróżnicowane także pod kątem ich aktywności enzymatycz-nej [6]. Wszystkie posiadają aktywność deacetylazy, zaś SIRT2, SIRT4 oraz SIRT6 dodatkowo wykazują właściwości ADP-rybozylotransferazy. Demirystylacja jest charakterystyczna dla SIRT2 i SIRT6. SIRT5 poza deacetylacją może katalizo-wać reakcje demalonylacji, desukcynylacji i deglutarylacji, a SIRT4 lipoamidacji.

				Najlepiej dotychczas poznaną i opisaną ludzką sirtuiną jest SIRT1, która wy-kazuje największe podobieństwo do drożdżowego białka Sir2 zarówno w ak-tywności enzymatycznej, jak i sekwencji nukleotydów [4]. SIRT1 deacetylucje wiele istotnych białek komórkowych, włącznie z histonami i czynnikami trans-krypcyjnymi. Przykładami białek, których aktywność regulowana jest przez SIRT1 są m.in.: czynnik transkrypcyjny z rodziny forkhead O1 (ang. forkhead transcription factor O1, FOXO1) i forkhead O3a (ang. forkhead transcription factor O3a, FOXO3a), czynnik jądrowy κB (ang. nuclear factor κB, NF-κB), receptor gam-ma aktywowany przez proliferator peroksysomalny (PPARγ; ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma) oraz koaktywator receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomów (PGC-1α; ang. peroxisome proliferator-activated 
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				receptor-gamma coactivator-1 alpha) [7]. Poprzez szlak NF-κB SIRT1 wpływa także na regulację ekspresji genów, takich jak inhibitor białka apoptozy (ang. apoptosis protein inhibi-tor, IAP), antyapoptotycznego białka Bcl-2 oraz receptora czynnika martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor re-ceptor, TNFR) [8]. Dostępne dane literaturowe wskazują, że dzięki regulacji aktywności szeregu białek SIRT1 ma istotny wpływ na gospodarkę glukozowo-lipidową [9]. Dowiedzio-no, że poprzez interakcję z kinazą białkową aktywowaną mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK) SIRT1 wpływa na wydzielanie insuliny oraz insulinopo-dobnego czynnika wzrostu 1 (ang. insulin growth factor 1, IGF-1). Dodatkowo SIRT1 pobudza glukoneogenezę przez aktywację czynnika transkrypcyjnego FOXO1 oraz PGC-1α, hamując jednocześnie proces glikolizy w wyniku deacety-lacji enzymu fosfogliceromutazy-1 (ang. phosphoglycerate mutase 1, PGAM-1). Ponadto wykazano, iż SIRT1 podczas ograniczonej dostępności substancji odżywczych do organi-zmu hamuje działanie PPARγ [10]. Poprzez oddziaływanie z tym czynnikiem hamuje adipogenezę oraz wychwytywa-nie lipidów z krwi do komórek tkanki tłuszczowej.

				W literaturze udokumentowana została także istotna rola SIRT1 w regulacji procesu autofagii, którego zaburze-nia towarzyszą wielu chorobom [11]. Udowodniono, że SIRT1 odpowiada za deacetylację kluczowych dla tego pro-cesu białek ATG5 oraz ATG7 (ang. autophagy protein 5 and 7), a także białka łańcucha lekkiego 3B (ang. light chain 3B, LC3B). Wykazano jednocześnie, że SIRT1 poza aktywacją cząstek promujących autofagię, może hamować transkryp-cję genów z nią związanych, poprzez deacetylację lizyny w pozycji 16 histonu 4 (H4K16) [11]. Właściwość ta sprawia, że SIRT1 zmniejsza nasilenie procesu autofagii w komórce nie doprowadzając równocześnie do apoptozy.

				Zaobserwowano także związek pomiędzy dietą, a ilością sirtuin w tkankach. Stwierdzono, iż poziom tych białek ro-śnie, jeśli dobowa ilość kalorii zostanie ograniczona o 20-30%, przy zachowaniu właściwego odżywiania, co z kolei korzystnie oddziałuje na zahamowanie procesów starzenia [12]. Ponadto udowodniono, że zwiększone stężenie sirtu-in dzięki restrykcji kalorycznej ma pozytywny wpływ na przebieg chorób neurodegeneracyjnych [13]. Zmniejsza się wówczas nasilenie objawów i spowalnia postęp takich scho-rzeń jak choroba Alzheimera, Parkinsona oraz stwardnienie rozsiane.

				Ważnymi czynnikami modulującymi poziom ekspresji sirtuin w komórkach są roślinne polifenole [14]. Związki te są wtórnymi metabolitami chroniącymi rośliny przed stre-sem, powodowanym przez promieniowanie ultrafioletowe (UV), patogeny, czy mechaniczne uszkodzenia tkanek [15]. Aktywatorami SIRT1 pochodzenia naturalnego są przede wszystkim należący do stiblenów resweratrol, ale również piceatannol oraz flawonoidy takie jak fisetyna, kwercetyna czy kempferol [16].

				Długotrwałe spożywanie tych związków zapobiega mię-dzy innymi powstawaniu chorób układu krążenia, neuro-degeneracyjnych, nowotworów, osteoporozy czy cukrzycy [15,17]. Dodatkowo polifenole wykazują działanie prewen-cyjne w leczeniu astmy oraz chronią skórę przed szkodli-

			

		

		
			
				wym promieniowaniem UV [15]. Ich prozdrowotne właści-wości wynikają z ich struktury molekularnej, a dokładniej z obecności jednego lub więcej pierścienia fenolowego w cząsteczce, który jest podstawowym monomerem odpowie-dzialnym za ochronę komórek przed stresem oksydacyj-nym [17]. Na podstawie liczby pierścieni fenolowych oraz ich wzajemnego położenia w cząsteczce, polifenole zostały podzielone na cztery główne klasy: kwasy fenolowe, flawo-noidy, stilbeny i lignany [15]. Grupy fenolowe mogą przyj-mować elektrony, tworząc stosunkowo stabilne rodniki fe-noksylowe, mające zdolność do hamowania łańcuchowych reakcji utleniania zachodzących w komórce [15]. Polifenole są również uważane za chelatory metali, takich jak glin, żelazo (III), czy miedź (I), które odgrywają ważną rolę w metabolizmie tlenu i tworzeniu wolnych rodników [15,18].

				Spośród dotąd poznanych polifenoli właśnie resweratrol jest jednym z najsilniejszych aktywatorów SIRT1. Liczne badania potwierdzają korzystny wpływ tego związku w przebiegu zaburzeń metabolicznych, jak również jego prze-ciwnowotworowe oraz kardio-, hepato- i neuroprotekcyjne działanie [14,19].

				 Resweratrol (trans-3,5,4’-trihydroksystilben) powodując zmiany konformacyjne w cząsteczce SIRT1, indukując ace-tylację substratu i NAD, w konsekwencji przyczynia się do wzrostu jej aktywności enzymatycznej [20].

				Polifenol ten występuje w postaci dwóch izomerów - cis i trans. Pomimo, że obie konformacje występują w naturze i mają zbliżone działanie biologiczne, to forma trans- reswe-ratrolu jest bardziej stabilna i może ulegać przekształceniu w formę -cis pod wpływem ekspozycji na światło UV [21]. Obecność resweratrolu została potwierdzona w ponad 70 różnych roślinach, głównie w skórce i pestkach winogron, czerwonym winie, ale również w jagodach, orzeszkach ziemnych czy korzeniach rdestowca japońskiego [22]. Jego pozytywne działanie udokumentowane zostało w licznych badaniach in vitro i in vivo. Wykazano, że ma właściwości przeciwzapalne, polegające na obniżaniu aktywności NF-κB oraz hamowaniu ekspresji prozapalnych cytokin takich jak czynnik martwicy nowotworów α (ang. tumor necrosis factor alpha, TNF-α) oraz interleukin [21,23,24]. Z kolei działanie przeciwnowotworowe resweratrolu polega na hamowaniu ekspresji cyklooksygenaz 1 i 2 (ang. cyclooxygenase-1 and -2, COX-1 i COX-2) oraz zmniejszeniu in vivo ekspresji dekar-boksylazy ornitynowej (ang. ornithine decarboxylase, ODC). Zarówno COX-2 jak i ODC promują angiogenezę, zatem spadek ich aktywności ogranicza rozwój naczyń odżywiają-cych nowotwór, ostatecznie powodując jego niedożywienie i osłabienie wzrostu [25]. Resweratrol jest również zaanga-żowany w przemiany związane z hamowaniem cyklu ko-mórkowego i proliferacji oraz apoptozą komórek nowotwo-rowych [26]. Ponadto może modulować procesy starzenia organizmu wywołując zmiany w sygnalizacji komórkowej [24]. Zdolności antyoksydacyjne resweratrolu przyczyniają się do neutralizowania reaktywnych form tlenu (ang. reac-tive oxygen species, ROS) oraz azotu (ang. reactive nitrogen species, RNS). Tym samym obniżeniu ulega poziom stresu oksydacyjnego, co wpływa na poprawę funkcjonowanie or-ganizmu [27,28].
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				Do działań prozdrowotnych resweratrolu należy także zapobieganie oraz wspomaganie leczenia chorób neurode-generacyjnych i układu krążenia [28]. Resweratrol jest więc czynnikiem funkcjonalnie plejotropowym i dodatkowo obiecującym związkiem ze względu na swoją niską toksycz-ność [29]. Jednak jego zastosowanie in vivo jest ograniczone ze względu na niską rozpuszczalność i biodostępność. Cho-ciaż nadal nie jest do końca jasne w jaki sposób resweratrol pełni swoją funkcję biologiczną, jego wpływ na aktywację SIRT1 został uznany za ważny mechanizm poprawy funk-cji komórkowych, co może zapewnić nową strategię terapii wielu chorób.

				RESWERATROL JAKO AKTYWATOR SIRTUINY 1

				W CHOROBACH UKŁADU KRĄŻENIA

				Choroby układu krążenia (ang. cardiovascular diseases, CVD) są główną przyczyną zgonów na świecie i obejmu-ją takie schorzenia jak choroba wieńcowa, choroba tętnic obwodowych, reumatyczna choroba serca, zakrzepica żył głębokich, zatorowość płucna, czy też stany nagłe – zawał serca lub udar mózgu [30]. Większości chorób z tej grupy możemy zapobiegać ograniczając czynniki ryzyka takie jak palenie tytoniu, spożywanie alkoholu, niezdrowa dieta, otyłość oraz brak aktywności fizycznej [30]. Szacuje się, że w wyniku CVD w 2019 roku zmarło 17,9 miliona osób, co stanowi 32% wszystkich zgonów na świecie [30].

				Udowodniono, że jedną z przyczyn nadciśnienia tętni-czego, dyslipidemii oraz cukrzycy typu 2 jest insulinoopor-ność [31]. Zatem poprawa wrażliwości na insulinę może przyczyniać się do ograniczenia zachorowalności i progresji CVD [31]. Zaobserwowano, że osoby regularnie przyjmu-jące pokarmy bogate w resweratrol cechuje niższe stężenie glukozy we krwi i mniejsza częstość występowania cukrzy-cy [32]. W komórkach ludzkich monocytów traktowanych ekstraktem z czerwonego wina zawierającym reswera-trol zauważono zwiększoną ekspresję SIRT1 na poziomie 

			

		

		
			
				mRNA, co było powiązane ze wzrostem wrażliwości tych komórek na insulinę [31]. Z kolei badania in vivo przepro-wadzone z udziałem szczurów w modelu z wywołaną cu-krzycą typu 2 potwierdziły wyniki uzyskane in vitro. Re-sweratrol aktywował i zwiększał stężenie NAD+ zależnej SIRT1, co opóźniło rozwój cukrzycy u zwierząt poprzez zmniejszanie insulinooporności [33]. Przedstawiony efekt został osiągnięty dzięki aktywności SIRT1, która odgrywa-ła rolę w regulacji czynnika transkrypcyjnego FOXO1 oraz FOXO3a. Z danych dostępnych w literaturze wiadomo, że rozwój cukrzycy może prowadzić do spadku aktywności i ekspresji SIRT1, a następnie nasilonej acetylacji i aktywacji FOXO1. To z kolei powoduje wzrost stężenia glukozy we krwi i może ostatecznie pogłębiać insulinooporność [34]. Resweratrol poprzez stymulację SIRT1 obniżał ekspresję mRNA FOXO1 oraz hamował jego aktywność, blokując defosforylację w tkance tłuszczowej szczurów z wywołaną cukrzycą typu 2. Dodatkowo zauważono wzrost aktyw-ności dysmutazy ponadtlenkowej (ang. superoxide dismuta-se, SOD) w surowicy, w wyniku czego zmniejszeniu uległ poziom stresu oksydacyjnego odpowiedzialnego za rozwój powikłań cukrzycy, takich jak choroba wieńcowa czy kar-diomiopatia przerostowa [35,36]. Wpływ resweratrolu na powikłania sercowe związane z cukrzycą ocenili w swojej pracy również Bagul i współpracownicy [37]. Autorzy wy-kazali, że aktywacja SIRT1 po zastosowaniu resweratrolu prowadzi do deacetylacji zarówno NFκB-p65, jak i histonu 3, łagodząc w ten sposób przerost serca, nieprawidłowości elektrokardiograficzne i stres oksydacyjny w sercu szczu-rów z wywołaną podawaniem fruktozy cukrzycą. Z kolei badania przeprowadzone przez Fanga i współpracow-ników potwierdziły, że leczenie resweratrolem wywiera efekt antyoksydacyjny na kardiomiocyty [35]. Resweratrol poprzez SIRT1 indukował ekspresję czynników biogenezy mitochondrialnej- receptora PGC-1α oraz jądrowego czyn-nika oddechowego (ang. nuclear respiratory factor, NRF). Jednocześnie odnotowano spadek stężenia markerów pro-hipertroficznych – przedsionkowego peptydu natiuretycz-
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				Rycina 1. Wpływ resweratrolu na aktywację SIRT1 w chorobach układu krążenia.
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				nego oraz peptydu natiuretycznego typu B, co hamowało progresję zmian przerostowych kardiomiocytów. Prozdro-wotny efekt resweratrolu został zniesiony po dodaniu inhi-bitora SIRT1, co wskazuje na ich wzajemne oddziaływanie. Potwierdzono także, że obniżony poziom ekspresji SIRT1 w krążących monocytach jest skorelowany z insulinoopor-nością u ludzi, a także ze stanem przedcukrzycowym [38]. W 12 osobowej grupie ochotników przyjmujących kapsuł-ki resweratrolu w dawce dobowej 19,2 mg przez 8 tygodni zaobserwowano znacznie podwyższoną wrażliwość na in-sulinę, co potwierdziło zdolność resweratrolu do regulacji poziomu glukozy i insuliny. Dodatkowo w surowicy bada-nych osób oznaczono spadek poziomu interleukiny 6 (ang. interleukin 6, IL-6), trójglicerydów oraz cholesterolu o niskiej gęstości [31]. Ochronne oddziaływanie resweratrol – SIRT1 polegające na zmniejszaniu kardiotoksyczności wywołanej doksorubicyną (ang. doxorubicin, DOX) zauważono u myszy [39]. DOX jest ważnym lekiem wykorzystywanym w che-mioterapii. Do najpoważniejszych powikłań jej stosowania zaliczamy nieodwracalną kardiomiopatię i niewydolność serca [40]. Efektem działania resweratrolu podawanego równocześnie z czynnikiem wzrostu fibroblastów 1 (ang. fibroblast growth factor 1, FGF1) w opisywanym badaniu była aktywacja jądrowego czynnika transkrypcyjnego pocho-dzenia erytroidalnego typu 2 (ang. nuclear factor erythroid 2 related factor 2, Nrf2) oraz SIRT1. Wykazano również pozy-tywną pętlę sprzężenia zwrotnego pomiędzy aktywnością Nfr2 i SIRT1. Wynika z tego, że resweratrol pobudzając eks-presję Nrf2 może dodatkowo potęgować ekspresję SIRT1, co w znaczący sposób zwiększa deacetylację białek p53 oraz FOXO1. Proces ten ma kluczowe znaczenie w zapobieganiu stresowi komórkowemu. Ponadto pod wpływem reswera-trolu obniżeniu uległ poziom kaspazy-3 oraz zwiększył się stosunek białek BCL-2/BAX (ang. Bcl-2 associated X protein, BAX), co świadczy o zahamowaniu apoptozy kardiomiocy-tów [39].

				Kardioprotekcyjny efekt resweratrolu w oddziaływaniu z SIRT1 (Ryc. 1) opiera się więc głównie na korelacji pomię-dzy zwiększaniem insulinowrażliwości, a utrzymywaniem stałego poziomu glukozy we krwi, co prowadzi do ochrony przed progresją CVD, szczególnie w cukrzycy. Co więcej, resweratrol może potencjalnie znaleźć zastosowanie rów-nież jako dodatkowy środek wspomagający serce podczas chemioterapii, obniżając poziom apoptozy kardiomiocy-tów, jednak wymaga to dalszych badań.

				W CHOROBACH NEURODEGENERACYJNYCH

				Leczenie chorób neurodegeneracyjnych polega przede wszystkim na kontroli stresu oksydacyjnego, poprawie funkcji mitochondriów oraz zmniejszaniu ekspresji proza-palnych cytokin [41,42]. Zaobserwowano, że resweratrol skutecznie przeciwdziała stresowi oksydacyjnemu wywo-łanemu przez substancje powodujące uszkodzenia neuro-nów takie jak: nadtlenek wodoru czy 6-hydroksydopaminę (ang. 6-hydroxydopamine, 6-OHDA) [41]. Ochronne działanie resweratrolu zależne od ekspresji SIRT1 zostało potwier-dzone w modelu z wykorzystaniem ludzkiej linii komórko-wej neuroblastomy (SK-N-BE), przy czym odpowiedź an-tyoksydacyjna resweratrolu pełniła również funkcję neuro-ochronną, co może prowadzić do zmniejszenia ryzyka cho-

			

		

		
			
				rób neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera oraz choroba Parkinsona [43,44].

				Choroba Alzheimera jest pierwszą co do częstości wystę-powania chorobą neurodegeneracyjną związaną z demen-cją na świecie [45]. W badaniach in vivo udowodniono, że efekty neuroprotekcyjne resweratrolu mogą być związane z zahamowaniem spadku zdolności poznawczych [46]. Wy-kazano, że leczenie resweratrolem w dawce początkowej 500 mg/dobę i końcowej 2000 mg/dobę pacjentów z łagod-ną i umiarkowaną chorobą Alzheimera, przez 52 tygodnie zapobiegło związanemu z wiekiem pogorszeniem się zdol-ności poznawczych [47]. Dodatkowo zidentyfikowano po-wiązanie pomiędzy chorobami metabolicznymi, a ryzykiem wystąpienia spontanicznej postaci choroby Alzheimera. Do czynników ryzyka tej choroby zaliczamy m.in. cukrzycę, otyłość oraz insulinooporność, ze względu na wytwarza-ne w tych stanach wzmożone ilości cytokin prozapalnych, które przyczyniają się do rozwoju amyloidogennych pep-tydów beta-amyloidu Aβ [44,48,49]. W patogenezie choro-by Alzheimera jednym ze szlaków, na które działają amy-loidy Aβ jest aktywacja białek apoptotycznych przez ROS. Aktywowane białka takie jak p53, mogą nasilać apoptozę poprzez aktywację kinazy białkowej aktywowanej mito-genem JNK (ang. c-Jun N terminal kinase, JNK) [44]. Wiado-mo, że SIRT1, której ekspresję indukuje resweratrol, może obniżać stopień neurodegeneracji zapobiegając aktywacji białka p53. Ponadto, regulując ROS zapobiega uwalnianiu prozapalnych cytokin [50]. Potwierdzono to między inny-mi w badaniu z wykorzystaniem myszy transgenicznych z wywołaną chorobą Alzheimera [51]. Poziom białka p53 w hipokampie zwierząt znacząco spadł, a tym samym zapo-biegł utracie neuronów, co sugeruje, że to właśnie działanie resweratrolu mogło wpłynąć na wzrost ich przeżywalności [51]. Z kolei w badaniu in vivo z udziałem szczurów z wy-wołaną chorobą Alzheimera i cukrzycą zwiększona przez resweratrol aktywność SIRT1 doprowadziła do wzrostu stężenia antyoksydantów SOD i glutationu (ang. glutathione, GSH) oraz obniżenia cytokin prozapalnych, takich jak IL-1β oraz IL-16, co spowodowało zahamowanie postępującego upośledzenia pamięci u tych zwierząt [49]. Szlakiem sygna-łowym również zaangażowanym w neuroprotekcję w cho-robie Alzheimera jest kinaza białkowa aktywowana przez AMP, główny regulator metabolizmu odgrywający rolę w modulacji homeostazy energetycznej. Udowodniono, że MAPK bierze udział w aktywacji PGC-1, który jest głów-nym induktorem biogenezy mitochondrialnej przez SIRT1, chroniąc tym samym komórki przed stresem oksydacyjnym. Ponadto wykazano, że sam resweratrol może bezpośrednio zwiększać ekspresję i aktywować PGC-1, dzięki czemu od-grywa podwójną rolę w ochronie neuronów [44,52].

				Równie powszechną, drugą co do częstości występowa-nia chorobą neurodegeneracyjną, jest choroba Parkinsona (ang. Parkinson’s disease, PD) [53]. Z klinicznego punktu widzenia charakteryzuje się przede wszystkim akinezją, drżeniem i sztywnością mięśni. U wielu chorych występują dodatkowe objawy pozaruchowe, w tym zaburzenia funk-cji autonomicznych i pogorszenie funkcji poznawczych. Na poziomie komórkowym u podstawy choroby można zaobserwować utratę neuronów dopaminergicznych w istocie szarej oraz obecność ciałek Lewy’ego zbudowanych 
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				głównie z alfa-synukleiny, białek szoku cieplnego oraz ubi-kwityny [54–56]. Jedną z przyczyn powstawania i ewolucji tej choroby są uszkodzenia oksydacyjne oraz wynikająca z tego dysfunkcja mitochondriów. Ostatecznie dochodzi do uwolnienia cytochromu c z mitochondriów i uruchomienia apoptozy komórki, co jest obserwowane w śmierci neuro-nów dopaminergicznych. Resweratrol ma zdolność zwięk-szania mitofagii poprzez oddziaływanie na wiele ścieżek, w tym MAPK/ERK (kinazę regulowaną sygnałem zewnątrz-komórkowym, ang. extracellular signal-regulated kinase) oraz SIRT1, dzięki czemu potencjalnie wykazuje efekt w zapo-bieganiu chorobie Parkinsona [41]. Zmienność genetyczna w PD wyzwala rozwój dysfunkcji autofagii i prowadzi do akumulacji nieprawidłowo sfałdowanych białek [57]. Neu-roprotekcyjny efekt resweratrolu opierający się na aktywacji ścieżki MAPK/SIRT1, został potwierdzony w badaniach in vitro przywracając prawidłową autofagię mitochondriów w dopaminergicznej neuronalnej linii komórkowej SH-SY5Y [58]. Dodatkowo autofagia nasilała degradację transgenu alfa-synukleiny i hamowała jego agregację, co spowalniało tworzenie ciałek Lewy’ego [58,59]. W innym badaniu zwró-cono uwagę na zaburzenie rytmu okołodobowego w mode-lu zwierzęcym z wywołaną chorobą Parkinsona. Produkcja i oczyszczanie organizmu z ROS są pod kontrolą cykli do-bowych, dlatego u pacjentów z PD często występują zabu-rzenia rytmu okołodobowego. Badania przeprowadzone in vitro i in vivo wskazują, że szlak SIRT1-BMAL1 (ang. brain and muscle ARNT-like protein 1) może mieć wpływ na aktyw-ność antyoksydacyjną podczas dysfunkcji rytmu okołodo-bowego. SIRT1 odgrywa ważną rolę w deacetylacji białka BMAL1. Podczas badania resweratrol, jako agonista SIRT1, odwrócił indukowany przez 6-OHDA wzrost poziomu ace-tylowanego białka BMAL1, co wzmocniło ekspresję genów zegarowych i antyoksydacyjnych. Zatem środki wzmacnia-jące ekspresję SIRT1 mogą regulować molekularny zegar okołodobowy i w wyniku dalszych badań być potencjalną składową terapii spowalniającej postęp choroby Parkinsona [60]. Neuroprotekcyjne działanie resweratrolu jako agonisty SIRT1 przedstawia rycina 2.

				W NOWOTWORACH

				Charakterystyczną cechą komórek nowotworowych jest ich zdolność do unikania apoptozy. Zatem możliwość przy-

			

		

		
			
				wrócenia śmiertelności tych komórek może być skutecznym mechanizmem działania przeciwnowotworowego [29]. W badaniach in vitro z wykorzystaniem ludzkiej linii komórek nowotworowych HTC116 wykazano, że resweratrol hamo-wał proliferację, inwazję oraz przerzuty komórek raka jeli-ta grubego (ang. colorectal cancer, CRC), który jest jednym z najbardziej opornych na leczenie guzów litych [61]. Pod wpływem działania resweratrolu obniżeniu uległa ekspre-sja czynnika NF-κB, jak również markera proliferacji Ki-67. Zahamowanie ekspresji NF-κB przyczyniło się do zmniej-szenia poziomu czynników promujących nowotwory – me-taloproteinazy-9 i receptora chemokinowego CXCR4 [61]. Można zatem sądzić, że spadek ekspresji NF-κB w odpo-wiedzi na zwiększoną przez resweratrol ekspresję SIRT1, zmniejsza prawdopodobieństwo wystąpienia zapalenia jelita grubego, które jest czynnikiem predysponującym do wystąpienia CRC [62].

				Dowiedziono, że zmiany morfologiczne komórek no-wotworowych związane są ze stopniem uzłośliwienia i rozrostem guzów [63]. Sugeruje to, że międzykomórkowe połączenia adhezyjne mogą mieć wpływ na agregację i sta-bilizację komórek nowotworowych przyczyniając się do po-wstawania przerzutów [63,64]. Procesom tym może prze-ciwdziałać resweratrol, hamując migrację oraz proliferację komórek nowotworowych w sposób zależny od SIRT1. Osłabia to powstawanie zmian ultrastrukturalnych o prze-rzutowym charakterze poprzez zmianę jakości i zwiększe-nie ilości połączeń międzykomórkowych [61]. Pozytywny wpływ resweratrolu w hamowaniu rozwoju raka żołądka wykazano w badaniach in vitro i in vivo [65]. Resweratrol blokował proliferację oraz obniżał ekspresję czynnika Ki-67 w ludzkich komórkach nowotworowych żołądka linii AGS, BGC-823 i SGC-7901. Stwierdzono również, że resweratrol, jako agonista SIRT1, indukował zatrzymanie fazy G1 cyklu komórkowego, obniżając jednocześnie ekspresję cykliny D1 oraz kinazy zależnej od cyklin 4 i 6, które odpowiadają za przejście przez fazę G1 oraz uwolnienie czynników trans-krypcyjnych E2F. Resweratrol spowodował także wzrost aktywności białek p21 i p16, jako efekt pośredniego działa-nia SIRT1 na regulację ekspresji tych genów. W badaniach in vivo przeprowadzonych z udziałem myszy zastosowanie resweratrolu w dawce 40 mg/kg masy ciała potwierdziło wyniki uzyskane w badaniach in vitro [65]. Zaobserwowana 
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				Rycina 2. Wpływ resweratrolu na aktywację SIRT1 w chorobach neurodegeneracyjnych.
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				została indukcja senescencji oraz zmiany w ekspresji regu-latorów zaangażowanych w cykl komórkowy i szlaki sta-rzenia. Natomiast zahamowanie ekspresji SIRT1 odwróciło opisane powyżej efekty działania resweratrolu zarówno in vitro jak i in vivo. Jako że senescencja jest ważną barierą prze-ciwdziałającą inicjacji i rozwojowi nowotworów, podwójna rola resweratrolu w starzeniu komórkowym, czyli opóźnia-nie starzenia w normalnych tkankach i przyspieszanie sta-rzenia w nowotworach, czyni go idealnym kandydatem do dalszych badań.

				Innym ważnym mechanizmem przeciwnowotworowego działania układu resweratrol – SIRT1 jest indukcja i zwięk-szenie poziomu autofagii [66]. Badania in vitro przeprowa-dzone na komórkach A549 i H1299 niedrobnokomórkowe-go raka płuc wykazały, że resweratrol stymulował ekspresję SIRT1, przy jednoczesnym zahamowaniu proliferacji oraz indukcji apoptozy w testowanych komórkach. Dodatkowo resweratrol, działając jako aktywator SIRT1, wywołał zna-czący wzrost autofagii przez zahamowanie ścieżki sygna-łowej Akt/mTOR i aktywację p38-MAPK [67]. Zatem ak-tywacja ścieżki Akt/mTOR lub inhibicja p38-MAPK może ograniczać wywołaną przez resweratrol ochronną autofa-gię, co z kolei przyczynia się do wzmocnienia przeciwno-wotworowego efektu resweratrolu w komórkach raka płuc. Ten potencjalny mechanizm zależności pomiędzy apoptozą a autofagią nie został jednak w pełni wyjaśniony i również wymaga dalszych badań. Przeciwnowotworowe działanie resweratrolu poprzez aktywację SIRT1 podsumowuje ryci-na 3.

				W UKŁADZIE ROZRODCZYM

				W ostatnim czasie szeroko badanym zagadnieniem jest suplementacja resweratrolu jako terapia antyoksydacyjna w celu poprawy jakości oocytów [68]. Nie ma wątpliwości, 

			

		

		
			
				że oocyt ssaka wykazuje niższą jakość i kompetencje roz-wojowe wraz z postępującym wiekiem matki. Zwiększa to szansę na poronienie z takich powodów jak aneuploidia, stres oksydacyjny i zaburzenia funkcji mitochondriów w komórkach ziarnistych [68]. Sirtuiny są ważnym aktywato-rem formowania płytek metafazowych. Zahamowanie ich aktywności w zdrowym świńskim oocycie doprowadziło do powstania nieprawidłowych wrzecion podziałowych i błędnego ułożenia chromosomów w badaniu in vitro [69]. Niestety nie przeprowadzono konkretnych badań dotyczą-cych samej SIRT1 i jej wpływu na płytkę metafazową, więc uzyskane wyniki wymagają dalszej analizy. Istnieją jednak podejrzenia, że stres oksydacyjny związany ze starzeniem w znacznym stopniu zaburza formowanie płytki meta-fazowej, natomiast szlak sygnalizacyjny SIRT1 może być odpowiedzialny za przywrócenie prawidłowego ułożenia chromosomów i morfologię wrzeciona w stanie indukowa-nego stresu oksydacyjnego, zmniejszając tym samym czę-stość aneuploidii. Powyższe przypuszczenia potwierdzone zostały w badaniu Zhanga i współpracowników z wyko-rzystaniem mysich oocytów [70]. Odwrócenie zaburzeń podziału może następować dzięki indukcji SIRT1, która stymuluje ekspresję katalazy i manganowej SOD [68]. W in-nym badaniu in vitro z udziałem mysich oocytów udowod-niono obniżenie poziomu SIRT1 w starszych, mniej funk-cjonalnych oocytach, w porównaniu ze świeżymi formami [71]. Zasugerowano także, że SIRT1 oprócz bezpośredniej funkcji antyoksydacyjnej może wpływać na zmiany epi-genetyczne. Acetylacja i metylacja histonów w oocytach w wieku poowulacyjnym mogą mieć długotrwały efekt, a nawet oddziaływać na rozwój myszy po urodzeniu. Temat ten nie jest dokładnie zbadany i wymaga potwierdzenia [71]. Kolejne badanie in vitro wykazało, że suplementacja re-sweratrolem zwiększyła ekspresję białka SIRT1 i zawartość ATP w oocytach bydła, co skutkowało poprawą wyników 
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				Rycina 3. Wpływ resweratrolu na aktywację SIRT1 w chorobach nowotworowych.
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				zapłodnienia oraz wzmacniało mechanizmy odpowiedzial-ne za blokowanie zapłodnienia polispermicznego [72]. Liu i współpracownicy zaobserwowali natomiast, że zastoso-wanie podłoża zawierającego resweratrol w stężeniu 1 μM istotnie poprawiło dojrzewanie i zapłodnienie oocytów oraz tworzenie blastocyst w mysich oocytach [73]. Następowa-ło to poprzez poprawę funkcji mitochondriów, morfologii wrzeciona i wyrównania chromosomów oraz wzrostu regu-lacji SIRT1, SOD i katalazy. Ponadto istnieją doniesienia, że resweratrol może poprawiać dojrzewanie i jakość oocytów pochodzących od starzejących się ludzi poprzez uzupeł-nienie mitochondriów, zmniejszenie nieprawidłowej mor-fologii wrzeciona i rozmieszczenia chromosomów. Jednak jest to temat do dalszych badań ze względu na różnice w mechanizmach molekularnych między oocytami ludzkimi i mysimi [73]. Zestawienie korzystnego wpływu resweratro-lu jako aktywatora SIRT1 w układzie rozrodczym przedsta-wiono na rycinie 4.

				PODSUMOWANIE

				Dowody korzystnego działania resweratrolu jako akty-watora SIRT1 dla profilaktyki i leczenia chorób człowieka pochodzą głównie z badań in vitro lub na zwierzętach. Ba-dania z udziałem człowieka oceniające długoterminowy wpływ resweratrolu są jeszcze niestety nieliczne lub nie-spójne, a ich ograniczenia wynikają przede wszystkim z kwestii biodostępności i metabolizmu tego związku. Jednak fakt, że naturalne polifenole takie jak resweratrol są wpro-wadzane do organizmu wraz z pożywieniem, podkreśla znaczenie interwencji dietetycznej w celu skorygowania predyspozycji i jakości życia ludzi z różnymi zaburzenia-mi. Przedstawione w tej pracy rezultaty badań podstawo-

			

		

		
			
				wych są cenne ze względu na identyfikację celów związa-nych z korzystnym działaniem diety bogatej w resweratrol na modulację ekspresji SIRT1. Należy jednak pamiętać, że pomimo iż wykazano korzystne działanie resweratrolu w wielu opisywanych w tej pracy przypadkach, należy do-kładnie przeanalizować jego plejotropowe działanie, aby zrozumieć, czy uzyskany efekt jest zawsze wynikiem bez-pośredniego działania resweratrolu na aktywację SIRT1 i jakie stężenie/dawka będzie najodpowiedniejsze. Określe-nie dokładnych mechanizmów działania resweratrolu może przyczynić się do opracowania nowych, prozdrowotnych strategii, jak również do wykorzystania tego związku w te-rapii wielu chorób.
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				Rycina 4. Wpływ resweratrolu na aktywację SIRT1 w układzie rozrodczym.
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				SUMMARY

				Cancer, type 2 diabetes, cardiovascular and neurological diseases are disorders commonly classified as diseases that have a significant impact on the length and quality of human life. Sirtuins play an important role in their pathogenesis and complications. Numerous studies indicate that modulation of the expression of these proteins can slow down the processes of aging and cell death, prevent inflammation, and regulate metabolic processes, and consequently modify the progression of the disease. One of the best-known sirtuins is sirtuin 1, whose strongest natural activator is resveratrol. The development of alternative therapies involving natural compounds such as resveratrol is highly desirable due to the significantly lower number of side effects compared to conventional therapies. Therefore, this review summarizes the possible benefits of resveratrol as a sirtuin 1 activator in the prevention and treatment of human diseases based on the results of the studies conducted so far.
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STRESZCZENIE

Nowotwory, cukrzyca typu 2, choroby sercowo-naczyniowe czy neurologiczne to zabu-
rzenia powszechnie klasyfikowane jako choroby, ktére maja znaczacy wplyw na dlu-
08¢ i jakos¢ zycia czlowieka. Wazna role w ich patogenezie i powiklaniach odgrywaja sirtu-
iny. Liczne badania wskazuja, ze modulacja ekspresji tych bialek moze spowalniaé procesy
starzenia i obumierania komérek, przeciwdziala¢ stanom zapalnym, a takze regulowaé pro-
cesy metaboliczne, a w konsekwencji modyfikowa¢ postep choroby. Jedna z najlepiej pozna-
nych sirtuin jest sirtuina 1, ktérej najsilniejszym naturalnym aktywatorem jest resweratrol.
Opracowanie alternatywnych terapii z udzialem naturalnych zwiazkéw takich jak reswera-
trol jest wysoce pozadane ze wzgledu na znacznie mniejsza toksycznoéé, a co za tym idzie
réwniez mniejsza ilo¢ skutkéw ubocznych w poréwnaniu z terapiami konwencjonalnymi.
Niniejszy przeglad podsumowuje zatem mozliwe korzyéci plynace z zastosowania reswera-
trolu jako agonisty sirtuiny 1w profilaktyce i leczeniu choréb czlowieka w oparciu o wyniki
dotychczas przeprowadzonych bada.

WPROWADZENIE

Sirtuiny (ang, silent information regulator, SIRT) sa rodzina wysoce konserwa-
tywnych bialek enzymatycznych (NAD® zalesnych deacetylaz lizyny), ktére
wystepuja we wszystkich organizmach, od bakterii po rosliny i zwierzeta [1].
Ich nazwa pochodzi od bialka Sir2 (ang. silent information regulator 2), odkrytego
w komérkach drozdzy Saccharomyces cerevisie, zaangazowanego w wyciszanie
transkrypdji genéw. Glowna funkdja sirtuin jest katalizowanie reakcji NAD" za-
leznej deacetylacji i mono-ADP-rybozylo transferacji [2]. Ponadto dowiedziono,
se sirtuiny moga modyfikowa¢ zaréwno bialka histonowe jak i niehistonowe.
Sprawia to, ze odgrywaja znaczaca role w regulacji wielu istotnych procesow
Komérkowych, takich jak metabolizm glukozy i lipidéw, cykl komérkowy, stres
oksydacyjny, stan zapalny oraz mechanizmy naprawcze DNA [3].

W organizmach ssakéw odkryto do tej pory siedem sirtuin (SIRT1-SIRT?),
ktére na podstawie analizy filogenetycznej zostaly przydzielone do czterech klas
(LIV) [4]. SIRTL, SIRT2 i SIRT3 zostaly przyporzadkowane do Klasy I, w ktorej
wystepuje rowniez drozdzowe bialko Sir2. Do klasy II zaliczona zostala SIRT4,
zas do Klasy IIT SIRT5. Z kolei SIRT6 oraz SIRT? przynaleza do Klasy IV. Bialka
te maja roznorodna lokalizacje w obrebie komérki, moga wystepowac w jadrze
komoxkowvm, cytoplazmie oraz mitochondriach [3]. Charakte smmn miej-
scem wystepowania SIRTL, SIRT6 i SIRT? jest jadro komorkowe, aczkolwiek
SIRTI mozna znalez¢ rowniez w cytoplazmie. SIRT2 w zaleznosci od fazy cyklu
komérkowego obecna jest zar6wno w cytoplazmie jak i w jadrze komorkowym.
Typowa lokalizacja dla SIRT3, SIRT4 oraz SIRTS jest natomiast mitochondrium.
Ludzkie sirtuiny sa zr6znicowane takze pod katem ich aktywnosci enzymatycz-
nej [6]. Wazystkie posiadaja aktywnosc deacetylazy, zas SIRT2, SIRT4 oraz SIRT6
dodatkowo wykazuja wlasciwosci ADP-rybozylotransferazy. Demirystylacja
jest charakterystyczna dla SIRT2 i SIRT6. SIRT5 poza deacetylacja moze katalizo-
waé reakgje demalonylacji, desukeynyladji i deglutarylaci, a SIRT4 lipoamidacji.

Najlepiej dotychczas poznana i opisana ludzka sirtuina jest SIRT1, ktéra wy-
Kazuje najwigksze podobieristwo do drozdzowego bialka Sir2 zaréwno w ak-
tywnosci enzymatycznej, jak i sekwendji nukleotydsw [4]. SIRTI deacetylucje
wiele istotnych bialek komérkowych, wlacznie z histonami i czynnikami trans-
krypeyjnymi. Przykladami bialek, ktorych aktywnos¢ regulowana jest przez
SIRTI s3 m.in.: czynnik transkrypeyjny z rodziny forkhead Ol (ang. forkfead
transcription factor O1, FOXOI) i forkhead O3a (ang. forkhiead transcription factor
031, FOXO3a), czynnik jadrowy «B (ang. nuclear factor kB, NF-«B), receptor gam-
ma aktywowany przez proliferator peroksysomalny (PPARy; ang, peroxisone
proliferator-activated receptor gamma) oraz koaktywator receptora aktywow anego
przez proliferatory peroksysomow (PGC-la; ang. perovisome proliferator-activated
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