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1. Uvod

Sirtuiny jsou enzymy fadici se mezi histonové
deacetylasy (HDAC), které deacetyluji lysinové zbytky na
amino-koncich histontl, proteinti vazajicich DNA'. Histo-
ny tvori spolecné¢ s DNA a nehistonovymi proteiny struk-
turu chromatinu a jejich deacetylace vede k transkripénimu
umlcovani genli vlivem vzniku té€sné€ uspofddané formy
chromatinu, tzv. heterochromatinu.
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1.1. Chromatin

Chromatin, zékladni stavebni jednotka chromosomt,
nositelll genetické informace, se nachazi v jadru eukaryo-
tickych bunék. Zakladem chromatinu je jadro nukleosomu,
které se sklada z useku DNA o délce 146 part bazi obtoce-
ného kolem oktameru tvofeného Ctyfmi histony (H2A,
H2B, H3 a H4)**. Jadra nukleosomil jsou navzajem propo-
jena pomoci spojnicovych ¢asti DNA do nukleosomového
fetézce, ktery s pomoci spojovaciho histonu H1 tvofi chro-
matosom, chromatinové vldkno o priméru 30 nm. Histon
H1 chrani spojnicové ¢asti DNA mezi nukleosomy proti
pusobeni nukleas a zaroven umoziuje kondenzaci chroma-
tinu tim, Ze k sob& t&sné pfitihne jednotlivé nukleosomy”.
Na toto 30 nm chromatinové vldkno se vazi proteiny nehi-
stonové povahy, jako jsou topoisomerasa II, HMG protei-
ny (high mobility group proteins, proteiny s vysokou po-
hyblivosti v elektroforetickém poli), ¢i transkripéni fakto-
ry, které spole¢né s histony tvoii chromatin®.

Dle stupné kondenzace chromatinovych vlaken mize-
me rozlisit dva rtizné stavy chromatinu. V prvnim stavu je
vlakno rozvolnéné (euchromatin), ve druhém je tésné
uspotfadané (heterochromatin). Heterochromatin je tran-
skripéné neaktivni forma chromatinu, kterd byla poprvé
popsana v roce 1928 (cit.*).

1.2. Histony

Histony jsou relativné malé bazické proteiny o 102 az
135 aminokyselinach, ve kterych jsou bohaté zastoupeny
aminokyseliny lysin a arginin’. Kladny naboj na postran-
nich fetézcich téchto aminokyselin interaguje se zaporné
nabitymi fosfatovymi skupinami DNA, ¢imz ovliviluje
strukturu chromatinu®.

Postranni fetézce aminokyselin na amino-koncich
histond  jsou pfistupné riznym kovalentnim post-
translacnim modifikacim, jako jsou acetylace, methylace
&i fosforylace®. Tyto modifikace mohou mit vliv na distri-
buci naboje v chromosomu a tim ovliviiovat stupen jeho
kondenzace. Zaroven ovliviiuji vazbu proteinii nehistono-
vé povahy na chromatin®.

1.3. Proteiny nehistonové povahy ovliviujici
transkripci gent

Proteiny nehistonové povahy tvofici chromatin také
podléhaji post-translaénim modifikacim, které moduluji
jejich aktivitu i funkci a ovliviiuji tak transkripci gend'®,

Prvnim nehistonovym proteinem, u n¢hoz bylo proka-
z4no, Ze jeho aktivita je ovlivnéna post-translaénimi modi-
fikacemi, byl transkrip¢ni faktor p53. Protein p53 ovliviiu-
je zejména apoptozu a starnuti bunck. Latky, které p53
aktivuji, jsou schopné Iécit rakovinu v podminkach
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in vivo®. Do skupiny p53 transkripénich faktort patfi také
protein p73. Ten je schopen vazby na p53 a tim aktivace
apoptozy bunék®.

Dalsimi ddlezitymi transkripénimi faktory jsou
Forkhead box O (FOXO) proteiny, které pfimo ovliviiuji
zastaveni bunécného cyklu v G1/S a G2/M fazi, detoxikuji
volné kyslikaté radikaly (reactive oxygen species, ROS),
a indukuji transkripci genti spojenych s opravami poskoze-
né DNA ¢&i metabolismem glukosy'.

Kromé transkripénich faktorii maji na transkripci
genll a bunécné procesy vliv i dalsi proteiny podléhajici
post-translacnim modifikacim, jako je nuklearni faktor

-----

learni protein Ku-70 zajistujici opravu poskozenych DNA
zlomt, poly-(ADP-ribosyl) polymerasa 1 (PARP1) vézici
se na poskozené ¢asti DNA, které ADP-ribosyluje, AMP-
aktivovana protein kinasa (AMPK), stimulujici produkeci
energie z glukosy a mastnych kyselin, nuklearni receptory
zvané peroxisomalni proliferaci-aktivované receptory o-y
(PPARa~y) modulyjici ukladani tukd, PPAR-gamma koak-
tivator-la. (PGC-1a), ovliviiujici bunéény metabolismus
a biogenezi mitochondrii, ¢i endotelialni NO syntasa
(eNOS) produkujici NO a tim zpiisobujici vasodilataci’.

2. Post-translac¢ni modifikace proteinii

Proteiny mohou byt post-translaéné modifikovany
acetylaci, methylaci a ubiquitinaci lysint, methylaci argi-
nind, fosforylaci ¢i N-acetylglukosaminaci serind, threoni-
nl a tyrosinti, ADP-ribosylaci arginint, lysint a glutamo-
vych kyselin ¢ isomerizaci prolint’. Post-translaéni modi-
fikace maji vliv na expresi a stabilitu proteint a slouZzi jako
signal v prfipadé poskozeni DNA ¢i jako signal pro dalsi
post-transla¢ni modifikace®.

2.1. Acetylace

Acetylace a deacetylace proteini je velmi dynamicky
proces, ktery dokaze rychle reagovat na nastalé zmény
v organismu, a proto ma tato modifikace zasadni vliv na
okamzité transkripéni umlcovani genti a tim expresi protei-
ni®. Vliv acetylace na transkripci genti byl poprvé popsan
jiz v roce 1964 Vincentem Allfreyem’.

K acetylaci dochéazi pomoci histonovych acetyltrans-
feras (HAT), které prendseji acetyl z acetylkoenzymu A na
e-amino skupinu lysinu, a k deacetylaci pomoci histono-
vych deacetylas (HDAC). Pivodné se za substraty HAT
a HDAC povazovaly pouze histony, ale dnes je zndmo, Ze
tyto enzymy katalyzuji acetylacné-deacetylacni reakce
i u celé fady proteinii nehistonové povahy'.

Vliv acetylace e-lysinovych koncd proteinti na tran-
skripéni umlc¢ovani genti se u histonti zpocatku vysvétloval
neutralizaci kladného naboje téchto lysinovych konct
a tim zamezenim interakce se zaporné nabitymi fosfatovy-
mi skupinami DNA vedouci k rozvolnéni struktury chro-
matinu, vzniku euchromatinu a zpfistupnéni jeho DNA
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transkripci*®. Nedavno byla vytvofena nové teorie, podle
které ma na umlCovani gent vliv spiSe dynamika celého
procesu acetylace a nasledné deacetylace, a ze HAT
a HDAC funguji v tomto procesu soutasn&®.

2.1.2. Histonové deacetylasy

HDAC jsou enzymy, evoluéné zakonzervované
v genomu fady organismil od bakterii az po &lovéka'.
Lidské HDAC se d€li do ctyt skupin v zavislosti na podob-
nosti jejich sekvence a typu kofaktoru. Prvni 3 skupiny
jsou klasifikovany dle podobnosti deacetylas s urCitymi
typy histonovych deacetylas izolovanych z kvasinek,
s Rpd3 proteinem (tfida I), Hdal proteinem (tfida II) a Sir2
proteinem (tfida III, sirtuiny)'. Nedavno objeveny
HDACI1 enzym je jedinym zastupcem HDAC tiidy 1V,
nebot’” podobnost jeho sekvence se sekvencemi ostatnich
HDAC ttidy I a II neni dostateéna''. Funkce HDAC tiidy
I, Il a IV je zavisla na pfitomnosti zinku jako kofaktoru, na
rozdil od funkce sirtuind, ktera je zavisla na pfitomnosti
NAD" (cit.')). HDAC tiidy I, II a IV deacetyluji prevazng
histonové proteiny, na rozdil od sirtuintl, jejichz substraty
jsou predevsim proteiny nehistonové povahy®.

3. Sirtuiny (SIR)
3.1. Deacetylacni aktivita SIR

Sirtuiny (Silent information regulators, SIR) jsou
specifickou skupinou HDAC, nebot’ vyZzaduji k hydrolyze
piitomnost NAD". Deacetylaci s-acetyllysinovych zbytkt
proteinl pomoci SIR vznikd z NAD™ nikotinamid (NAM)
a novy metabolit, acetylovanid adenosin difosforibosa
(OAADPR)'*!213,

Béhem deacetylace dochazi na NAD" k nukleofilnimu
ataku uhliku C1’ ribosy kyslikem acetylové skupiny pro-
teinu za vzniku a-1’-O-alkylamidatového meziproduktu
auvolnéni NAM (Schéma 1). Tento mechanismus byl
potvrzen pomoci CH;C'®O znagenych proteind, diky nimz
bylo prokazano, ze 'O tvoii u produktu 1’-"*OH sku-
pinu". Zda tento nukleofilni atak probiha Syl nebo Sx2
mechanismem neni zatim zcela jasné'’. Nasledn& po vzni-
ku a-1’-O-alkylamidatového meziproduktu je 2’-hydroxy-
lova skupina ribosy tohoto meziproduktu aktivovana pres
3’-OH blizkym histidinem a atakuje uhlik alkylamidatu za
vzniku 1°,2’-cyklického intermediatu. Z ného pak po adici
vody (poskytuje kyslik CO skupiny acetylu produktu)
a eliminaci deacetylovaného proteinu vznika 2’-O-acetyl-
adenosin difosforibosa (2’-OAADPR), ktera okamzité
prochdzi neenzymovou konverzi na ekvimolarni smés
2’-OAADPR (1) a 3’-OAADPR (2)'*".

3.2. Dalsi reakce katalyzované SIR
Nekteré SIR katalyzuji kromé deacetylace 1 dalsi

post-translacni modifikace, a to ADP-ribosylace a deacy-
la¢ni reakce.
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Schéma 1. Mechanismus deacetylace proteinii sirtuiny

ADP-ribosylaéni aktivita byla objevena u lidskych
homologti SIR, SIRT4 a SIRT6. Tato reakce je spojena
s pfenosem ADP-ribosy z NAD" na molekulu proteinu.
ADP-ribosylaci se zvySuje negativni naboj proteinu, ¢imz
muze byt ovlivnéna jeho enzymova aktivita nebo schop-
nost interagovat s jinymi proteiny'”.

Deacylacni reakce probihaji stejnym mechanismem
jako deacetylacni. Bylo prokazano, ze z deacylac¢nich reak-
ci probihaji u lidskych homologti SIRT1-3 depropionylace
a debutyrylace, u homologu SIRT5 demalonylace
a desukcinylace a u PfSir2, homologu parazita Plasmodi-
um falciparum zpasobujiciho malérii, demyristoylace'*.

Je mozné, ze dalsi, zatim neznamé, specifické acylac-
ni modifikace by mohly byt deacylovany konkrétnimi ho-
mology SIR enzymi, pro néZ acetylované substraty dosud
nebyly identifikovany, jako naptiklad pro SIRT4.

3.3. SIR v buné¢nych procesech

3.3.1. Omezeni prijmu kalorii (CR)

Vzhledem k tomu, ze aktivita SIR pfimo zavisi na
dostupném mnozstvi NAD", které hraje kli¢ovou roli
v bunééném metabolismu a produkci energie, je 1 funkce
SIR spojena s témito procesy. Pozornost se na SIR obratila
zejména diky zjiSténi, Ze SIR jsou odpovédné za prodlou-
zeni zivota bun¢k vyvolaného omezenim piijmu kalorii
(calorie restriction, CR)'*'®. CR je charakterizovana snize-
nym piijmem glukosy, ¢imz dochazi ke zpomaleni meta-
bolismu a snizeni produkce ROS'. P¥i metabolismu glu-
kosy dochazi k jeji glykolyze na pyruvat, ptiemz se
NAD" redukuje na NADH'. Protoze béhem CR se piijem
glukosy snizuje, snizuje se bunétna koncentrace NADH,
zvysuje se pomér NAD'/NADH a aktivuji se SIR"®. CR je
tak pomoci SIR spoustééem bunéénych procest vedoucich
ke zvySeni odolnosti bun¢k vici stresu a poSkozeni DNA
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atim zpomaleni starnuti a vzniku chorob spojenych se
stafim, jako jsou diabetes typu II, obezita, neurodegenera-
tivni poruchy, srde¢ni selhani nebo rakovina.

3.3.2. Volné kyslikaté radikaly (ROS)

Akumulace ROS (OH’, O;), vedlejsich produkth
bunééného dychani, béhem let je povazovana za hlavni
pric¢inu starnuti. Proti ROS pisobi cela fada enzymu, jako
jsou dismutasy, katalasy, peroxidasy, i celd fada antio-
xidantt, jako jsou vitaminy C a E. Pfesto ROS mohou
zpusobit poSkozeni butiky, oxidativnim poSkozenim mak-
romolekul véetné DNA, a to zejména v mitochondriich,
které jsou hlavnim producentem ROS a vyprodukuji az
90 % viech ROS organismu'’. Z organii produkuje nejvice
ROS mozek, kde tyto reaktivni molekuly zpiisobuji vznik
neurodegenerativnich poruch, jako je Alzheimerova choro-
ba nebo roztrousena skleréza'’.

Béhem zvysené produkce nebo kumulace ROS se
aktivuji SIR, které jsou schopné ROS detoxikovat a sniZo-
vat tak oxidativni stres aktivaci enzymi, jako je superoxid
dismutasa MnSOD nebo antioxidantl jako je redukovany
glutathion'”.

3.4. Jednotlivé lidské homology SIR a jejich funkce

Sirtuini existuje u kvasinek pét homologt (ySir2,
HST1-4) a u lidi sedm homologt (SIRT1-7). Prvni objeve-
ny SIR enzym byl pravé ySir2 u kvasinek'®. Jednotlivé
homology SIR se nachdzeji v riznych castech bunky
a deacetyluji rizné substraty, ¢imz ovliviiuji fadu bunéc-
nych funkci (tab. I). Zaroven je ale aktivita jednotlivych
SIR cCasto zavisla na aktivit¢ ostatnich SIR, jak plyne
z nasledujiciho textu.

SIRT1 je 110kDa proteinem a nejvice studovanym
lidskym homologem. SIRT1 se nachézi v jadfe nebo cyto-
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Tabulka I
Substraty jednotlivych SIR homologt a disledky jejich deacetylace
Sirtuin Substrat Aktivita® Funkce Vliv na nemoci Lit.
SIRT1 p53/p73 {  inhibice apoptozy pro-rakovinné ucinky 27
Ku-70 T inhibice apoptézy pro-rakovinné u¢inky 28
FOXO T indukce inhibice p53/Ku-70 pro-rakovinné Gi¢inky 1
AcCS1 T regul. synt. mastnych kys. a lipidii snizuje riziko obezity 20
HMGCSI1 T regulace syntézy cholesterolu snizuje riziko obezity 20
LXR T regulace syntézy cholesterolu snizuje riziko obezity 21
FXR d  zvyseni vylu¢ovani Zlu¢ovych kys. snizuje riziko obezity 22
PPARYy d  regulace ukladéani tukd snizuje riziko obezity 23
UCP2 d  zvyseni sekrece inzulinu snizuje riziko obezity 24
o-sekretasa T sniZeni prod. a oligomerizace Ap snizuje riziko AD 17
PGC-la T udrzovéni stalé hladiny glukosy snizuje riziko srde¢nich chorob 25
MnSOD T aktivace detoxikace ROS snizuje riziko srde¢nich chorob 19
eNOS T zvyseni produkce NO snizuje riziko srde¢nich chorob 26
H3K9, H4K 16 —  regulace umlcovani genti - 18
SIRT2 a-tubulin —  inhibice migrace gliomt v mozku protirakovinné G¢inky 29
FOXO3a T aktivace MnSOD a detoxikace ROS  protirakovinné Gi¢inky 31
H4K16 —  stabilizace chromatinu protirakovinné ucinky 30
SIRT3 CypD l  inh. metab. glukosy u nador. bundk  protirakovinné u¢inky 40
HIFla d  inh. vyvoje rakoviny tlustého stteva  protirakovinné Gi¢inky 41
SOD2/MnSOD T aktivace detoxikace ROS snizuje riziko chorob spoj. se stafim 34
IDH2 T prod. red. glutathionu a detox. ROS  snizuje riziko chorob spoj. se staifim 35
Komplex I T regulace oxidativni fosforylace snizuje riziko obesity 36
SDH T regulace oxidativni fosforylace snizuje riziko obesity 38
AcCS2 T zvyseni produkce AcCoA a ATP snizuje riziko obesity 20
HMGCS2 T regulace syntézy ketonl snizuje riziko obesity 20
LCAD T zvySeni produkce AcCoA a ATP snizuje riziko obesity 37
GDH T zvyseni sekrece inzulinu snizuje riziko diabetu 35
SIRT4 GDH d  sniZeni sekrece inzulinu zvysuje riziko diabetu 39
SIRT5 CPS1 T zvyseni detoxikace amoniaku snizuje riziko neurodegen. poruch 43
SIRT6 p53/p73 T stimulace apoptézy nador. bungk protirakovinné uc¢inky 45
H3K9 —  aktiv. oprav DNA, stab.chromatinu protirakovinné ucinky 44
NF-xB J  aktivace protizanétlivych faktori protirakovinné ucinky 44
SIRT7 H3KI18 —  zvySeni proliferace nador. bunék pro-rakovinné ucinky 47
RNAPol I d  inhibice apoptézy pro-rakovinné u¢inky 46

1 substrat je deacetylaci aktivovan, ¥ substrat je deacetylaci inhibovan

plasmé v zavislosti na typu bunky a pfesunuje se mezi

neustale rozsifuje. Tyto proteiny ovliviiuji celou fadu bu-

S T

témito dvéma bunécnymi prostory v zavislosti na stresu,
kterému je bunka vystavena. Fosforylace SIRT1 pomoci
JNK1 kinasy (c-Jun N-terminal kinase 1) zajistuje jeho
premisténi do jadra'.

SIRT1 deacetyluje celou fadu nehistonovych protei-
nt, jako jsou p53, FOXO, NF-kB, Ku-70, eNOS a jiné"".
Seznam proteind, které jsou substratem pro SIRTI, se
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ucinky, biogeneze mitochondrii, metabolismus glukosy
a lipidi apod.'?.

SIRT1 ovliviiuje transkripéni umlCovani genil
deacetylaci lysind 9 a 14 histonu H3 (H3K9, H3K14)
a lysinu 16 histonu H4 (H4K16)'®.

Zvysena exprese SIRTI snizuje riziko obezity, nebot’
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v jatrech moduluje aktivitu AceCS1 (acetyl-CoA syn-
tetasa 1), enzymu produkujiciho acetyl-CoA pro syntézu
mastnych kyselin a lipida®, aktivitu enzymu HMGCS1
(3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA syntasa 1) regulujiciho
syntézu cholesterolu®, aktivitu nuklearnich faktori LXR
(liver-X-receptor) a FXR (farnesol-X-receptor), které jsou
dialezitymi senzory koncentrace cholesterolu a zlucovych
kyselin*'*, & aktivitu nuklearniho receptoru PPARy, hlav-
niho moduldtoru ukladani tukd™. SIRTI brani i vzniku
diabetu typu II inhibici transkripce proteinu UCP2
(uncoupling protein 2), ¢imz zvySuje toleranci glukosy
B-bunkami slinivky a pozitivné tak reguluje sekreci in-
zulinu®.

Zvysena exprese SIRT1 v mozku zase chrani neurony
a neurity (axony), které zajiStuji komunikaci neuront,
pred ischemickym poskozenim’. Spravna funkce SIRT1 je
tak dalezitd pro spravné fungovani mozku, schopnosti
uceni, a paméti.

Zvysena exprese SIRT1 ma vliv i na vznik a vyvoj
neurodegenerativnich poruch. U Huntingtonovy choroby
je zvySena exprese SIRT1 nezadouci, a proto v soucasné
dobé prochazi selektivni inhibitor SIRT1, EX-527, prvni
fazi klinického testovani’. U Alzheimerovy choroby nao-
pak zvySend exprese SIRT1 brani produkci a oligomerizaci
Amyloidu-f (AP, oligomerizovany A je toxicky pro neu-
rony) tim, ze zvySuje expresi a-sekretasy, ktera zajistuje
spravné 3tépeni prekurzoru amyloid proteinu'’.

Proti srde¢nim chorobdm piisobi SIRT1 aktivaci en-
zymu detoxikujicich ROS a udrzovanim stalé hladiny glu-
kosy. ZvySena exprese SIRT1 vyvolava zvySenou funkci
dismutas (MnSOD)" a aktivaci transkripcniho koaktivato-
ru PGC-lo indukujiciho glukoneogenezi a zvySujiciho
oxidaci mastnych kyselin®. SIRTI je dulezity také pro
zachovani rovnovahy endotelialnich bunék, které produku-
ji NO pomoci eNOS a podnécuji vasodilataci. ROS oxiduji
NO na toxicky peroxynitrit (ONO, "), ktery eNOS inhibuje.
SIRT1 aktivuje eNOS jeho deacetylaci na lysinu 496
a 506, ¢imZ zvySuje produkci NO, rozsifuje cévy a snizuje
riziko kornaténi tepen a infarktu®.

Uloha SIRT1 v prevenci rakoviny neni zcela jasna. Je
znamo, ze CR, ktera aktivuje SIR, vede u organismu ke
snizeni vyskytu rakoviny. Na druhou stranu, zvySend ex-
prese SIRT1 je spojena se zvySenym vyskytem rakoviny
vlivem inhibice transkripénich faktort p53 ¢i Ku-70, které
vyvolavaji apoptozu nadorovych bunék*’*. SIRT1 inhibu-
je proapoptotické faktory p53, p73, Ku-70, Bim nebo
Puma bud’ pfimou deacetylaci nebo deacetylaci FOXO
proteinii™®. Se zvy3enou expresi SIRT1 se lze setkat u celé
fady typu rakoviny, jako je napf. rakovina prostaty, stiev,
plic, kize nebo leukémie®. Z tohoto divodu byla velka
pozornost zaméfena na vyzkum inhibitorad SIRTI jako
potencialnich protirakovinnych latek.

SIRT?2 se nachazi v cytoplasmé i jadfe a jeho hlavnim
substratem je o-tubulin, ktery SIRT2 deacetyluje na
Lys-40 (cit.”). SIRT2 m4 vliv na bun&ény cyklus, béhem
jehoz G2/M faze se premist'uje z cytoplasmy do jadra, kde
se vaze na chromatin a deacetyluje H4K16, ¢imz chroma-
tin stabilizuje™. Stabilizaci chromatinu zabrafiuje SIRT2
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vzniku nédort, jako jsou gliomy, které jsou charakteristic-
ké destabilizaci chromatinu®. Na druhou stranu, schopnost
SIRT2 deacetylovat a-tubulin vyvolava u nékterych typd
nadort rezistenci vaci chemoterapeutikim, zejména pakli-
taxelu, ktery je inhibitorem mikrotubuli®.

Mezi substraty SIRT2 patfi i nékteré transkripcni
faktory, které jsou zaroveil substratem i pro SIRT1, mezi
n¢ patii p53, NF-xB a FOXO skupina proteind. Naprtiklad
deacetylaci FOXO3a aktivuje SIRT2 dismutasu MnSOD
a pusobi tak proti genotoxickému a oxidativnhimu stresu
a snizuje mnozstvi ROS v buitkach®'.

Zvysenou expresi SIRT2 lze pozorovat predev§im
v mozku, v oligodendrocytech, gliovych bunkach produ-
kujicich myelin, kde SIRT2 hraje klicovou roli pti vzniku
myelinové pochvy, obalu neuroni, ktery zodpovidad za
spravnou funkci nervové soustavy’’. Schopnost SIRT2
deacetylovat a-tubulin ovliviiuje také diferenciaci oligo-
dendrocytti, hybnost neurontl, prodluzovani neuritd a mi-
graci bunc¢k gliomd, ¢imZz zabranuje jejich Sifeni
v mozku™.

SIRT3 je lokalizovan v mitochondriich, buné¢énych
organelach ovliviiyjicich energeticky metabolismus bungk,
apoptézu a starnuti bunék®®, kde SIRT3 ovlivituje detoxi-
kaci ROS a snizuje tak riziko poSkozeni makromolekul
oxidativnim stresem. SIRT3 aktivuje SOD2 gen, ktery
aktivuje dismutasu MnSOD, jeho deacetylaci na lysinech
53 a 89 (cit.*). SIRT3 zvyiuje produkci redukovaného
glutathionu, pfirozené¢ho antioxidantu, deacetylaci a akti-
vaci isocitrat dehydrogenasy 2 (IDH2)*. SIRT3 také za-
brafiuje produkci ROS deacetylaci ¢asti komplexu I, ktery
se u&astni pienosu elektroni v dychacim fetdzci*®.

SIRT3 snizuje riziko obezity, nebot’ ovliviiuje acety-
laci enzymt Krebsova cyklu nebo enzymd, které Krebstv
cyklus nepfimo ovliviiyji, jako je acetyl-CoA syntetasa 2
(AceCS2)”, dehydrogenasa dlouhych acyl-CoA (LCAD)
(cit.’”), sukcinat dehydrogenasa (SDH)*, & 3-hydroxy-3-
-methylglutaryl-CoA syntasa 2 (HMGCS2)®, které regulu-
ji bunééné dychani, tedy oxidativni fosforylaci a produkci
ATP®.

SIRT3 také pulsobi proti vzniku diabetu typu II
deacetylaci a aktivaci glutamat dehydrogenasy (GDH),
&imz zvysuje sekreci inzulinu®. SIRT3 tak funguje opacné
neZ SIRT4, ktery GDH inhibuje ADP-ribosylaci®. To také
odpovida tomu, ze exprese SIRT3 pifi CR stoupa, kdezto
exprese SIRT4 klesa.

SIRT3 také ovliviiuje metabolismus nadorovych bu-
nék. Nadorové buiniky vykazuji specificky metabolismus,
kdy je u nich aktivovana hexokinasa II, ktera zvySuje gly-
kolyzu a snizuje oxidativni fosforylaci (Warburg effect).
SIRT3 deacetyluje cyklofilin D (cypD), ktery zabraiuje
interakci hexokinasy II s aniontovym kanalem a tim zame-
zuje jeji schopnosti vyuzivat ATP pro glykolyzu®. Zvyse-
na exprese SIRT3 také inhibuje vznik rakoviny tlustého
stieva nebo osteosarkomu inhibici exprese HIF 1o (cit.*).
HIF1a (hypoxia-inducible factor 1a) je kodovan onkoge-
nem a aktivuje transkripci geni spojenych se vznikem
nadorti a metastaz>.

SIRT4 je také mitochondrialni sirtuin. SIRT4 je scho-
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pen ADP-ribosylace, ale jeho deacetylacni aktivita nebyla
prokazana. SIRT4 ADP-ribosyluyje GDH a tato ADP-
ribosylace vede k inhibici GDH, sniZeni sekrece inzulinu
v B-bunikach slinivky a zvySeni rizika vzniku diabetu ty-
pu II (cit.™).

SIRT4 je také negativnim regulatorem oxidace mast-
nych kyselin a tim metabolismu tukti v hepatocytech. Akti-
vita SIRT1 je dilezitd pro schopnost SIRT4 regulovat
oxidaci mastnych kyselin, nebot’ aktivaci SIRT4 se snizuje
aktivita SIRTI a tim i oxidace mastnych kyselin**.

SIRTS je také mitochondridlni protein, ktery upted-
nostiluje zaporné nabité acyllysinové zbytky (malonyl ¢i
sukcinyl) jako své substraty'*. SIRT5 napt. desukcinyluje
lysin 1291 enzymu karbamoyl fosfat syntetasy (CPS1),
ktery katalyzuje Givodni krok mocovinového cyklu, v némz
se v organismu detoxikuje amoniak®. Z toho, Ze SIRTS je
enzymem specificky regulujicim sukcinylaci a malonylaci
proteinti vyplyva, ze tyto modifikace mohou mit dilezity
vliv na regulaci bunécnych procesu.

Deacetylacni aktivita SIRTS byla prokdzana pouze
u cytochromu c, ptenasece elektronti pii bunééném dycha-
ni, ale pfesny dusledek této deacetylace neni znam™.

SIRT6 je 36kDa protein lokalizovany v jadre, kde je
pfevazné vazan na chromatin'>. Kromé auto-ADP-
ribosylace je schopen také deacetylace. Deacetyluje napii-
klad H3K9, a to po navazani se na nuklearni faktor NF-xB,
a zabrafiuje tak vazb& tohoto faktoru na chromatin®.
SIRT6 tak ovliviiuje expresi cilovych gend tohoto faktoru,
které jsou dulezité pro apoptézu bunék vlivem genotoxic-
kého a oxidativniho stresu’.

Zvysena exprese SIRT6 v nadorovych bunkach piso-
bi protirakovinng, nebot’ aktivuje pro-apoptotické faktory
p53 a p73 a stimuluje tak apoptéozu nadorovych bunék,
pfi¢emz u normalnich bun&k k tomuto jevu nedochazi®.
Bylo prokazano, ze na tento jev ma vliv ADP-ribosyla¢ni
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aktivita SIRT6 a nikoliv jeho deacetylacni aktivita.

SIRT7 se nachazi v jadérku a ovliviiuje transkripci
ribo§60mélnich DNA geni vazbou na RNA Polymerasu I
(cit.™).

SIRT7 ovliviiuje také vyvoj rakoviny, a to tim, Ze
specificky deacetyluje lysin 18 histonu H3 (H3K18). Tato
jeho funkce podnécuje proliferaci nadorovych bunék. Vol-
ny H3K18 se totiz vyskytuje u agresivnich typd rakoviny
se §patnou progndzou pro pacienty a je spojen s epigene-
tickou zm&nou bunék zptisobenou virovymi onkogeny”’.

3.5. Regulace SIR aktivity

3.5.1. Post-translacni modifikace

V ramci post-translaéni modifikace je aktivita SIR
enzymu ovliviiovana fosforylaci jejich serinovych a tyrosi-
novych zbytki a sumoylaci (small wubiquitin-like modi-
fiers) lysinovych zbytki. Naptiklad SIRT2 je fosforylovan
na Ser-368 a Ser-331, a tato fosforylace vede k inhibici
jeho deacetylasové aktivity'®. Naopak, fosforylace SIRT1
na Ser-27, Ser-47 a Thr-530 JNK1 kinasou vede k aktivaci
jeho deacetylasové aktivity stejné jako jeho sumoylace na
Lys-734 (cit.”").

3.5.2. Aktivatory SIR

Aktivitu SIR muze ovliviiovat fada slouenin. Ze
vSech homologli SIR enzymu byly ale pouze u SIRTI
identifikovany jeho aktivatory (Schéma 2). Nejprostudova-
n&jsim aktivatorem SIRT1 je polyfenol resveratrol*. Akti-
vaci SIRT1 pomoci resveratrolu bylo naptiklad dosaZeno
prodlouzeni Zivota u mysi s vysokym piijmem kalorii.
Resveratrol mize ovliviiovat funkci SIRT1 bud’ piimou
vazbou na SIRT1 nebo nepiimo aktivaci AMPK (cit.'***).

Mezi aktivatory SIRT1 se fadi také syntetické mole-
kuly SRT2183, SRT1460 a SRT1720, vyvinuté spole¢nos-

\

Qb

JGB1741
R,=H; R,=H
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ti Sirtris Pharmaceuticals, které aktivuji SIRT1 zvySenim
jeho schopnosti vazat acetylovany substrat'>*. Tyto latky
jsou asi 1000x ucinnéjsi pii aktivaci SIRT1 neZ resvera-
trol. Zaroven jsou tyto latky selektivni vaci SIRT1.

3.5.3. Inhibitory SIR

Hlavnim inhibitorem SIR aktivity je produkt jejich
deacetylacni reakce, nikotinamid. Syntetické inhibitory
SIR (Schéma 2) jsou zpravidla testovany pouze na aktivitu
vucéi SIRT1 a SIRT2, proto pro ostatni SIR neni mnoho
inhibitort znamo®.

U inhibitort je dulezita jejich selektivita. Selektivnim
inhibitorem SIRT! je napiiklad derivat sirtinolu,
JGB1741, ktery je schopen inhibovat proliferaci a induko-
vat apoptozu bunék rakoviny prsu, MDA-MB231 (cit.”").
Modifikacemi zakladni struktury neselektivniho inhibitoru
kambinolu byly pfipraveny bromo-derivat selektivni vici
SIRT1 a N-butyl-derivat seletivni viéi SIRT2 (cit.*’). Mezi
selektivni inhibitory SIRT2 patii také inhibitor AGK2,
ktery byl uéinny proti Parkinsonové chorob&". Derivaty
prirozenych substrati SIRTS, thiosukcinylované peptidy,
jsou selektivnimi inhibitory SIRTS, nebot’ tvofi stabilni
1’-S-sukcinylimidaty nepodléhajici dalsimu nukleofilnimu
ataku®'. Selektivni inhibitory dalsich SIR nejsou znadmy.

4. Zavér

Sirtuiny jsou velice dulezité enzymy regulujici tran-
skripci gentl a z4dsadni bunécné funkce, jako je vyvoj, star-
nuti a apoptéza bunék a schopnost bun¢k odolavat stresu
a poskozeni DNA. Spojeni funkce sirtuinii se stechiome-
trickou spotiebou NAD', molekuly, ktera je kli¢ovym
kofaktorem v energetickych metabolickych pochodech
a prekurzorem fady signalnich molekul, pfipisuje sirtui-
nim jedine€nou pozici v bunéénych procesech. Produkt
reakce sirtuint, OAADPR, miize byt také dulezitou signal-
ni molekulou, prestoze jeji pfesna biologicka funkce neni
doposud znama. Sirtuiny jsou dilezité modulatory vyskytu
a vyvoje metabolickych a neurodegenerativnich poruch
anadorovych onemocnéni. Selektivni ovlivnéni aktivity
jednotlivych sirtuinti jejich aktivatory ¢i inhibitory tak
muize vést k 1é¢bé téchto nemoci.

Autori  dékuji za podporu projektu ME0S8070 od
MSMT Ceské republiky.

Seznam symboli

AB amyloid-f

AceCS acetyl-CoA syntetasa

AMPK AMP-aktivovana protein kinasa

CPS1 karbamoyl fosfat syntetasa 1

CR omezeni piijmu kalorii (calorie restriction)
cypD cyklofilin D

eNOS endotelialni NO syntasa

FOXO forkhead box O proteiny

FXR farnesol-X-receptor
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GDH glutamét dehydrogenasa

HAT histonové acetyltransferasy

HDAC histonové deacetylasy

HIFla hypoxii indukovany faktor 1a

HMGCS 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA syntasa

IDH2 isocitrat dehydrogenasa 2

INK1 c-Jun N-termindlni kinasa 1

LCAD dehydrogenasa dlouhych acyl-CoA (long-
chain acyl-CoA dehydrogenase)

LXR liver-X-receptor

MnSOD manganova superoxid dismutasa

NAM nikotinamid

NF-«xB nukleérni faktor kappa B

OAADPR acetylovana adenosin difosforibosa

PARP1 poly-(ADP-ribosyl) polymerasa 1

PGC-la PPAR-gamma koaktivator-1a

PPARa-y peroxisomalni proliferaci-aktivované recep-
tory

ROS volné kyslikaté radikaly (reactive oxygen
species)

SIR sirtuiny

SDH sukcinat dehydrogenasa

uCp2 uncoupling protein 2
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M. Dvoiikova™, M. P¥ibylova®, and T. Vanék®
(“ Institute of Experimental Botany, Academy of Sciences
of the Czech Republic, Prague, ® Department of Organic
Chemistry, Faculty of Science, Charles University, Pra-
gue): Sirtuins — Histone Deacetylases Influencing Gene
Transcription

Sirtuins rank among class III histone deacetylases
which deacetylate N*-acetyllysine residues in an unusual
chemical reaction that consumes NAD" and releases nico-
tinamide, the deacetylated substrate and a novel product,
2’-0-acetyladenosine diphosphoribose. Sirtuins influence
a wide range of biological functions and are required for
gene silencing. They are also responsible for lifespan ex-
tension by calorie restriction. Their mechanism of action,
means of modulating their activity and enzymatic targets,
with the focus on age-related diseases, are discussed.



