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Summary

The use of caloric restriction modulates the activity of
FoxO proteins. FoxO is a key regulator of changes in the
metabolism of carbohydrates. Under the influence of limited
access to food FoxO proteins are activated. FOXO activa-
tion is done by deacetylation. The enzymes responsible for
the deacetylation of proteins are called sirtuins. Sirtuins are
NAD-dependent proteins, the activity of which is dependent
on the metabolic status of the cell. Deacetylation of FoxO
leads to an increase in the potential for increased interac-
tion with DNA. In vivo studies have shown that under the
influence of calorie restriction sirtuin levels increase in
muscle, brain, kidney, or adipose tissue.

Key words: FOXO — sirtuins — caloric restriction —
molecular mechanism.

Streszczenie

Stosowanie restrykcji kalorycznych moduluje aktyw-
nos¢ biatek FoxO, ktore sa kluczowym regulatorem zmian
w metabolizmie weglowodanow. Pod wptywem ograni-
czonej podazy pozywienia biatka FoxO ulegaja akty-
wacji. Aktywacja FoxO odbywa si¢ przez deacetylacje.
Enzymami odpowiedzialnymi za t¢ deacetylacj¢ s biatka
zwane sirtuinami. Sirtuiny to biatka NAD+-zalezne, kto-
rych aktywno$¢ zalezy od stanu metabolicznego komorki.
Deacetylacja prowadzi do zwigkszenia tego potencjatu
przez wzmozong interakcje z DNA. Wyniki badan in vivo
wykazaty, ze pod wptywem ograniczenia kalorii wzrasta
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poziom sirtuin w mi¢$niach, mézgu, nerkach czy tkance
thuszczowe;j.

H asta: biatka FoxO — sirtuiny — restykcje kaloryczne —
mechanizm molekularny.

Wplyw restrykeji kalorycznych na zawartosé
tkanki tluszczowej

Tkanka ttuszczowa jest gtownym rezerwuarem ener-
gii, pelnigcym réwniez role termoizolujaca 1 endokrynna.
Organ ten syntetyzuje substancje — adipokiny o szerokim
spektrum dziatania, ktore uczestniczg m.in. w metabolizmie
glukozy i lipidow. Tkanka ttuszczowa wystepuje w dwdch
postaciach: jako biata (WAT) i brunatna tkanka ttuszczowa
(BAT). Biata tkanka ttuszczowa jest bogata w adipocyty
1 magazynuje thuszcz w postaci triglicerydow, natomiast
BAT dzigki duzej zawarto$ci mitochondriow odgrywa szcze-
g6lng rolg w oksydacji kwaséw ttuszczowych.

Wedlug wynikow badan stosowanie restrykcji kalorycz-
nych powoduje zmniejszenie masy ciata poprzez redukcje
tkanki ttuszczowej w organizmie [1]. Podczas adaptacji
do ograniczonej podazy pozywienia thuszcz jest mobili-
zowany z WAT. W odpowiedzi na utrate jej zawarto$ci
komorki thuszczowe reguluja aktywnos¢ i stezenie wydzie-
lanych przez nie hormondw. Najwazniejszymi hormonami
produkowanymi przez adipocyty sg adiponektyna i lep-
tyna. Krazaca we krwi leptyna odzwierciedla zawarto$¢
tkanki thuszczowej w organizmie i przy redukcji masy
ciala obniza si¢ jej stezenie. Wzrasta natomiast poziom
adiponektyny, ktora wykazuje dziatanie kardioprotekcyjne
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iantymiazdzycowe. Bierze takze udziat w metabolizmie glu-
kozy i lipidow poprzez stymulacje aktywnosci AMPK oraz
PPARa, zar6wno w migéniach szkieletowych, jak i watro-
bie. Zwigksza rowniez wrazliwo$¢ na insuline. Prowadzi
to do intensyfikacji procesu glikolizy przy jednoczesnym
obnizeniu syntezy glukozy i zwiekszeniu B-oksydacji kwa-
sow ttuszczowych [2].

Czynniki transkrypcyjne FoxO —
charakterystyka, struktura i aktywnos¢

Stosowanie restrykcji kalorycznych moduluje aktyw-
no$¢ biatek FoxO, ktore petnig wazna role w procesie ada-
ptacji do ograniczonej podazy pozywienia [3]. Biatka FoxO
sg podgrupg duzej rodziny biatkowych czynnikéw trans-
krypcyjnych Fox [3, 4]. W odpowiedzi na sygnaty pocho-
dzace ze srodowiska zewnetrznego hamuja badz promuja
ekspresje okreslonych genow. Jak dotad zidentyfikowano
ok. 100 biatek z tej rodziny i1 przydzielono je do 17 grup,
od A do Q. U ssakow klasa ,,0” obejmuje: FoxOl, FoxO3,
FoxO4 oraz FoxO6 [5]. Biatka FoxO uczestnicza w prze-
biegu wielu procesow metabolicznych, m.in. w przemianach
glukozy, regulacji procesu cyklu komorkowego, naprawie
uszkodzen DNA czy odpowiedzi na stres oksydacyjny [4, 6].
Wyniki badan genetycznych nad organizmami Caenorhab-
ditis elegans 1 Drosophila melanogaster wykazaty, ze biatka
FoxO (ortolog DAF-16 u C. elegans) biorg udziat w $ciezce
sygnatowej insuliny. Wyniki innych badan wykazaty row-
niez istotno$¢ FoxO w przekaznictwie sygnatowym insu-
liny w watrobie ssaczej [7]. Wszystkie biatka klasy FoxO
charakteryzujg si¢ obecnos$cia tzw. helisy skrzydtowej —
domeny wigzacej DNA i obejmujacej ok. 110 aminokwasow.
Wedtug wynikow badan nad Foxo3a strukture te tworzg
3 a-helisy (H1, H2, H3), 3 B-harmonijki (S1, S2, S3) oraz
2 struktury skrzydtopodobne (W1, W2) [4, 6]. Uktad domeny
jest nastepujacy: HI-S1-H2-H3-S2-W1-S3-W2. W trakcie
pozniejszych badan wykazano jednak niewielkie réznice
w drugorzedowej strukturze bialek. Niektore z nich zawie-
rajg dodatkows helise w obrebie C-terminalnego konca, czy
tez dodatkowg helise pomiedzy H2 1 H3 [5, 6]. Oprocz
wystepowania domeny DBD (DNA Binding Domain), biatka
widelcogtowe (forkhead box) w swojej budowie zawieraja
trzy inne struktury. Ponizej domeny wigzacej DNA znaj-
duje sie sekwencja sygnatowa lokalizacji jadrowej (NLS),
sekwencja eksportu jadrowego (NES) oraz C-terminalna
domena transaktywacyjna TA [4, 6]. Analiza dopasowa-
nia wielosekwencyjnego wykazata wysoka konserwatyw-
no$¢ strukturalng wielu regionéw biatek FoxO. Stalymi
elementami sg: N-terminalny koniec, w obrebie ktorego
miesci si¢ miejsce fosforylacji pierwszej kinazy biatko-
wej B (PKB), struktura DBD, region NLS oraz fragment
C-terminalnej domeny [6]. Najbardziej reaktywnym regio-
nem struktury FoxO jest obszar H3 DBD, ktory stanowi
element wigzacy z DNA. FoxO przylaczajg si¢ do DNA
w obrebie sekwencji 5-GTAAACAA-3’, okreslanej jako

»DAF-16 sekwencja wigzaca” [7]. Odcinkiem sekwencji
rozpoznawanym przez wszystkie biatka rodziny Fox jest
5’-(A/C)AA(C/T)A-3". Biatka FoxO rowniez maja zdolno$¢
do taczenia sie z sekwencjg 5°(C/A)(A/C)AAA(C/T)AA-3’
bedaca sekwencjg insulinowrazliwg [4, 6]. Ze wzgledu
na obecno$¢ sekwencji insulinowrazliwej ulegaja silnej
ekspresji w tkankach reagujacych na insuling, np. w mig-
$niach, watrobie czy tkance thuszczowej [8].

Aktywno$¢ transkrypcyjna biatek FoxO jest najczg-
$ciej kontrolowana przez fosforylacje zalezng od AKT/
PKB (kinazy biatkowej insulino-fosfatydyloinozytolu).
Fosforylacja przy udziale tej kinazy powoduje tworzenie
si¢ dwoch miejsc wigzania biatka 14-3-3 i indukuje jego
przylaczenie. Powstaty kompleks ulega translokacji do cyto-
plazmy i poprzez oddziatywanie biatka 14-3-3 z sekwen-
cja sygnalowg lokalizacji jadrowej zapobiega przemiesz-
czeniu si¢ FoxO z powrotem do jadra komorkowego [6].
Tym samym blokuje zdolno$¢ FoxO do przytaczania si¢
do DNA [9]. Funkcja biatek FoxO jest rowniez kontrolo-
wana przez inne modyfikacje potranslacyjne, np. fosfo-
rylacje niezalezng od kinazy AKT/PKB, acetylacje¢ oraz
ubikwitynizacje¢ [6, 9].

Sciezki sygnalizacyjne indukowane przez CR
(calorie restriction)

Stosowanie restrykcji kalorycznych szczegoélnie modu-
luje aktywno$¢ sirtuin i biatek FoxO [3]. Podczas glodu czy
ograniczonego dostepu do pozywienia biatka FoxO wyste-
puja w jadrze komorkowym i sa aktywne transkrypcyjnie [9].
Stajg si¢ kluczowym regulatorem zmian w metabolizmie
weglowodanéw 1, jak wykazaty wyniki badan, majg swoj
udziat w watrobowym metabolizmie lipidow [10]. Ulegaja
takze silnej ekspresji zarowno w WAT, jak i BAT. Wedtug
wynikéw badan ich poziom zmienia si¢ podczas stosowania
wysokokalorycznej diety, tak wigc przypuszcza sie, Ze maja
duzy wptyw na funkcjonowanie tych tkanek [9]. Pod wpty-
wem ograniczonego dostepu do pozywienia biatka FoxO
ulegaja aktywacji przez deacetylacj¢ w obecnosci sirtuin.
Sirtuiny to biatka NAD*-zalezne, co sugeruje, ze ich aktyw-
nos$¢ zalezy od stanu metabolicznego komorki [3]. Sirtuiny
poprzez modyfikacje aktywno$ci biatek FoxO modulujg ich
potencjal transaktywacyjny i zdolnos$c¢ taczenia si¢ z DNA.
Deacetylacja prowadzi do zwigkszenia tego potencjatu przez
wzmozong interakcje z DNA [11]. Wyniki badan in vivo
wykazaty, ze pod wptywem ograniczenia kalorii wzrasta
poziom sirtuin w migs$niach, mézgu, nerkach czy tkance
thuszczowej. Sirtuiny ulegajg ekspresji w WAT i w proce-
sie adaptacyjnym do restrykcji kalorycznych powoduja
zahamowanie aktywnos$ci PPARYy (receptory aktywowane
przez proliferatory peroksysomow v), bedacego recepto-
rem jadrowym o podwyzszonej aktywnoS$ci w tkankach
insulinowrazliwych. Kwasy tluszczowe przyczyniajg si¢
do aktywacji tego receptora i ich nadmiar prowadzi do adi-
po- 1 lipogenezy. Tym samym, zahamowanie aktywnosci
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PPARYy przez sirtuiny powoduje utrate tkanki thuszczowej [3].
Biatko FoxOl takze posiada zdolno$¢ hamowania aktyw-
nosci PPARy w tkance ttuszczowej i razem wspotuczestni-
cza w przekaznictwie sygnatowym insuliny [12]. W stanie
podstawowym FoxOl znajduje si¢ gtdwnie w jadrze komor-
kowym, ale wystepuje réwniez w cytoplazmie. Pod wpty-
wem stymulacji insuliny dochodzi do fosforylacji FoxOl1
w trzech specyficznych miejscach, co prowadzi do jego
translokacji z jadra komorkowego do cytoplazmy, a przy
tym represji ulegaja PPARy1 oraz PPARYy2 [13]. Podczas gdy
sirtuiny i biatka FoxO hamuja aktywno$¢ PPARy, aktywa-
cji ulega PPARa, ktory transkrybuje geny zaangazowane
w oksydacje kwaséw ttuszczowych i biatko PGCl-a odpo-
wiedzialne za transkrypcje genow glukoneogenezy. Wyka-
zano, ze aktywno$¢ PGCl-a jest kontrolowana przez fos-
forylacje AMPK i dalsze badania wskazujg na jego udziat
w biogenezie mitochondriow. Dodatkowo pod wptywem
zmniejszonej podazy pozywienia zamiast glikolizy pro-
muje mitochondrialng oksydacje kwasow ttuszczowych
i glukoneogeneze w watrobie [3].

Wyniki wielu badan wskazujg na wazny udziat FoxO
w regulacji procesu lipolizy. Lipoliza jest promowana przez
aktywno$¢ sirtuin, a to jest $cisle powiazane ze $ciezka
sygnatowg insuliny, ktora z kolei reguluje aktywnos$¢ bia-
tek FoxO stymulujacych ekspresje lipazy lipoproteinowej
1 przyczyniajacych si¢ do translokacji receptora CD36
do blony komoérkowej [7]. Badania nad transgenicznymi
myszami z konstytutywnie aktywna formg FoxO1 wyka-
zaly podwyzszony poziom ekspresji lipazy lipoproteino-
wej w watrobie 1 mig$niach tychze osobnikow. Zwiazane
jest to z intensyfikacja hydrolizy triglicerydow, zwieksza-
jac tym samym dostepnos¢ kwasow ttuszczowych do tych
tkanek. Co ciekawe, poziom apoA-V rowniez jest wyzszy
u tych myszy. Jak wiadomo, apoA-V odpowiedzialna jest
za redukcje poziomu triglicerydéw we krwi poprzez hamo-
wanie produkcji VLDL i stymulowanie aktywnosci lipazy
lipoproteinowej hydrolizujacej TG zawarte w VLDL [7].
Aktywnos¢ watrobowego FoxOl aktywuje takze ekspre-
sje genéw zaangazowanych w transport lipidéw i obniza
ekspresje gendéw zaangazowanych w proces glikolizy
1 syntezy steroli/lipidow. Skutkuje to obnizonym poposit-
kowym poziomem triglicerydow [14]. Zaobserwowano takze
zwiekszenie stgzenia biatka CD36 w migéniach szkieleto-
wych warunkujgcego zwigkszony wychwyt kwaséw thusz-
czowych [7]. Badania prowadzone in vitro oraz in vivo
wykazaty, ze FoxOl hamuje ekspresj¢ genow lipogenicz-
nych [15]. Zbadano wptyw FoxOl na lipogeniczny czynnik
transkrypcyjny SREBP-1c, gtéwny regulator watrobowej
lipogenezy. Biatko SREBP-Ic jest syntetyzowane w watro-
bie w odpowiedzi na wzrost poziomu insuliny i ma swoj
udziat w utylizacji glukozy i syntezie kwaséw thuszczowych.
Zanotowano, ze wzrost poziomu insuliny hamuje ekspresje
genéw glukoneogenezy poprzez fosforylacje FoxOl i jego
jadrowy eksport, indukujgc tym samym syntezg lipidow
w watrobie przez SREBP1-c [7, 15]. Dodatkowo przypuszcza
si¢, ze SREBP1-c posredniczy w oddziatywaniu insuliny

na ekspresje glukokinazy i moze powodowac redukcje jej
ekspresji, prowadzac do hamowania glikolizy [7]. Zaob-
serwowano, ze wzrost ekspresji konstytutywnie aktywnej
formy FoxO1 u myszy spowodowat zahamowanie aktywno-
sci SREBPI-c poprzez oddziatywanie na wiele czynnikow
transkrypcyjnych [15]. Biatko FoxO oproécz hamowania
aktywno$ci SREBP-1c hamuje ekspresj¢ genow syntezy
kwasow thuszczowych, w tym syntetazy kwasow ttusz-
czowych czy liazy ATP-cytrynianowej. Wedtug wynikéw
innych badan, wzrost ekspresji FoxO obniza takze aktyw-
nos$¢ glukokinazy i innych glikolitycznych enzymoéw [14].
Co ciekawe, zaréwno sirtuiny, jak i biatka FoxO, oprocz
kontrolowania hydrolitycznego rozktadu ttuszczy, odgrywaja
znaczng rolg w procesie jego powstawania [16]. Sirtuiny
hamujg proces adipogenezy przez interakcj¢ z receptorami
jadrowymi PPARy i poprzez deacetylacje FoxO [16, 17, 18].
Biatko FoxOl odgrywa wazng rol¢ w roznicowaniu si¢ pre-
adipocytéw w dojrzate komorki ttuszczowe, adipocyty.
Hamuje ich dyferencjacje we wczesnym stadium rozwoju,
poniewaz posiada zdolnos¢ do aktywacji ekspresji genu
bialka p21, ktory jest inhibitorem cyklu komdrkowego pre-
adipocytow [9, 15].

Najnowsze badania naukowe skupiaja si¢ na roli
FoxOl jako gtownego posrednika w oddziatywaniu insu-
liny na metabolizm energetyczny. Celem tych badan jest
ocena wptywu FoxOl na powstawanie i sekrecje watro-
bowych VLDL. W proces ten zaangazowanych jest wiele
genow, ktorych produkty sg niezbedne do syntezy i mobi-
lizacji lipidow, np. biatka apo-B czy MTP (mikrosomalne
biatko transportujace triglicerydy). Kazdy z nich moze by¢
czynnikiem ograniczajacym syntez¢ VLDL i, jak si¢ oka-
zato, FoxOl posredniczy w hamujacym dziataniu insuliny
na powstawanie biatka MTP [16]. Podwyzszona aktyw-
no$¢ biatka MTP oraz sekrecja apo-B jest Scisle zwigzana
ze zwigkszeniem masy i wyrzutem czastek VLDL. Wedtug
wynikoéw badan nad myszami, zaréwno sekrecja apo-B, jak
i produkcja VLDL jest wzmozona w odpowiedzi na wzrost
ekspresji FoxO1. Natomiast brak ekspresji FoxOl skutkuje
zmniejszonym powstawaniem MTP i VLDL. W stanie popo-
sitkowym, pod wptywem stymulacji insuliny, FoxO1 jest
transportowane z jadra komorkowego do cytoplazmy, przez
co eliminuje aktywno$¢ biatka MTP 1 wptywa na lipo-
geneze, modulujac biatka SREBPI1-c. Biatka te stanowia
dwa gtowne czynniki prowadzace do gromadzenia VLDL
i sekrecji lipidow z watroby. Trzecim czynnikiem jest apo-B
i niektore badania in vitro sugeruja wptyw FoxOl na aktyw-
no$¢ genu apo-B [10].

Reasumujac, zard6wno wzrost ekspres;ji sirtuin, jak i bia-
tek FoxO kontroluje szereg zmian metabolicznych prowa-
dzacych do adaptacji w stanie ograniczenia kalorii. Promo-
wane sg gtownie geny lipogeniczne, prowadzace do utraty
zawartosci tkanki thuszczowej w organizmie.

Przypuszcza sig, ze zarowno restrykcje kaloryczne,
jak i1 dieta zawierajaca znaczne ilosci polifenolowych
antyoksydantéw mogg mie¢ podobny wptyw na ludzki
metabolizm. Gtownym regulatorem zachodzacych zmian
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sa NAD"-zalezne biatka — sirtuiny, ktore deacetyluja liczne
czynniki transkrypcyjne, wptywajac na ekspresje genow.
Indukowane sg §ciezki z udziatem biatek z rodziny FoxO
czy koaktywatorow transkrypcji, np. PGCl-a. Biatka FoxO,
a zwlaszcza FoxOl, odgrywaja kluczowg role w regulacji
ogodlnoustrojowych przemian energetycznych i sg stymulo-
wane podczas CR (calorie restriction) [3]. Aktywno$¢ FoxO
jest regulowana przez insuling, tak wigc dystrybucja tych
bialek w tkankach wrazliwych na insuling pozwala na ich
posredniczenie w wielu metabolicznych procesach. W zalez-
nosci od typu komoérki moga réznie wplywac na zawarto$é
rezerwy energetycznej [14]. Sirtuiny deacetylujg FoxO, jed-
noczes$nie je aktywujac i powodujac zahamowanie aktywno-
$ci PPARY, bedacego receptorem jadrowym o podwyzszo-
nej aktywnos$ci w tkankach insulinowrazliwych. Odgrywa
on kluczowg role w koordynacji genéw zaangazowanych
w ksztattowanie adipocytéw i nazywany jest gtdéwnym
regulatorem adipogenezy. Zatem zahamowanie aktywnosci
promotora PPARy przez sirtuiny i FoxO1 powoduje utratg
tkanki thuszczowej [3]. Ponadto, w watrobie podczas glodu
FoxOl1 jest odpowiedzialne za utrzymanie odpowiedniego
poziomu glukozy we krwi, promujac proces glukoneoge-
nezy, natomiast w stanie popositkowym zwigksza wrazli-
wos$¢ na insuline, dzigki czemu komorki tkanek insulinow-
razliwych wykazuja wzmozony pobor powstatej glukozy
w celu jej wykorzystania [9]. Co wiecej, zwigksza dostep-
no$¢ kwasow tluszezowych do komoérek organizmu przez
stymulacje translokacji receptora CD36 do btony komorko-
wej [7]. Takze dzigki zwiekszonej aktywnosci genu PDK-4
moze by¢ zaangazowany w proces przejscia z utleniania
weglowodandéw w utlenianie kwaséw ttuszczowych, jako
gléwnego zrodta energetycznego podczas ograniczonego
dostepu do pozywienia [14]. Poprzez ingerencje w ekspresje
lipazy lipoproteinowej zwicksza hydrolize triglicerydow
zawartych m.in. w VLDL i wskutek podwyzszonej ekspre-
sji apoA-V przyczynia si¢ do obnizonej produkcji czastek
VLDL [7]. Dowiedziono takze, ze wzrost ekspresji FoxOl
umyszy spowodowat zahamowanie aktywnosci SREBP1-c,
ktory jest gtéwnym czynnikiem transkrypcyjnym, z udzia-
tem ktorego insulina aktywuje ekspresj¢ genow syntezy
kwasoéw ttuszczowych. Prowadzi to zatem do zmniejszonej
watrobowej lipogenezy [15]. Co jest rowniez godne uwagi,
FoxO1 petni rol¢ w tworzeniu tkanek waznych z punktu
widzenia homeostazy energetycznej, a mianowicie tkanki
tluszczowej 1 migéni szkieletowych. Ma istotne znaczenie
w utrzymywaniu masy mie$niowej i hamuje powstawanie
oraz r6znicowanie si¢ komorek ttuszczowych [14].
Resweratrol i1 fenole zawarte w diecie posiadajg zdol-
no$¢ aktywacji sirtuin. Jak wykazaly badania, reswera-
trol przeciwdziata zapaleniu i moze obniza¢ synteze trigli-
cerydow oraz cholesterolu [3]. Dzialanie przeciwzapalne
wigze si¢ z hamowaniem aktywnos$ci, za pomocg sirtuin
centralnego mediatora rozwoju stanu zapalnego — NF«kB.
Badania nad mysig watrobg wykazaty, ze sirtuiny poprzez

deacetylacje aktywuja czynnik jadrowy LXR, a ten z kolei
indukuje transport zwrotny cholesterolu przez stymulacje
transportera ABCALI, prowadzac tym samym do obniZenia
poziomu cholesterolu [3]. Badania nad komoérkami wyka-
zaly, ze resweratrol posiada takze zdolno$¢ aktywacji bialek
FoxO i hamowania ekspresji genu SREBP-1, wptywajac
w ten sposob na watrobowg lipogeneze [17].
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