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Tkanka tluszczowa jest nie tylko magazynem energetycznym organizmu zwierzecego, ale
takze miejscem wydzielania endokrynnego oraz Zrédtem adipocytokin, biatek o wielokie-
runkowym dziataniu. Adipokiny dzialajqg posrednio lub bezposrednio, kontrolujgc m.in.
homeostaze energetyczng, homatopoeze, angiogeneze, metabolizm lipidowy i weglowoda-
nowy czy reprodukcje. Do biatek tych nalezq m.in. adipsyna, leptyna, adiponektyna, rezy-
styna, apelina, chemeryna oraz wisfatyna zyskujqce coraz bardziej na znaczeniu w leczeniu
chorob cywilizacyjnych. Niniejsza praca przedstawia informacje na temat funkcji biatka
i zmiennoSci genu stosunkowo niedawno poznanej wisfatyny, o ktorej wiadomo, ze jest
czynnikiem stymulujgcym roznicowanie limfocytow pre-B (ang. pre-B-colony enhancing-
-factor 1, PBEF'1), a takze posiada aktywnos¢ fosforybozylotransferazy nikotynamidu (NA-
MPT). Wisfatyna katalizuje waznq reakcje szlaku syntezy NAD: kondensacje nikotynamidu
oraz S-fosforybozylo-1-pirofosforanu (PRPP) do mononukleotydu nikotynamidowego. Jej
nazwa jest zwigzana z tkankq ttuszczowq wisceralng (trzewngq), gdzie jest wydzielana, ale
obecnie wiadomo takze, ze wystepuje w szpiku kostnym, makrofagach, miesniach szkiele-
towych oraz hepatocytach.

Stowa kluczowe: wisfatyna, funkcja, polimorfizm genetyczny

Wisfatyna to czynnik stymulujacy koloni¢ limfocytow pre-B1 (PBEF1) oraz po-
siadajacy aktywno$¢ fosforybozylotransferazy nikotynamidu (NAMPT), dlatego
tez obie nazwy sa stosowane w jej nazewnictwie. Wisfatyna jest to enzym opisany
w literaturze przedmiotu jako cytokina i adipokina wystepujacy w dwodch izofor-
mach: iNampt (wewnatrzkomorkowej) i eNAMPT (zewnatrzkomorkowej). Ze-
wnatrzkomorkowa forma peptydu zostata pierwotnie opisana jako cytokina (Samal
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i in., 1994). Struktura tego biatka okazata si¢ podobna do odkrytego w latach 60.
XX w. enzymu fosforybozylotransferazy nikotynamidu (Nampt), uczestniczacego
w przeksztatcaniu nikotynamidu w mononukleotyd nikotynamidowy (NMN). Jest on
prekursorem NAD+, koenzymu biorgcego udziat w wielu reakcjach oksydoreduk-
cyjnych, $ciezkach sygnatowych, syntezie cAMP i innych procesach. Wisfatyna jest
takze adipoking o dzialaniu insulinomimetycznym, wydzielang gtownie z trzewnej
tkanki thuszczowej, cho¢ dowiedziono jej obecnosci w innych tkankach, czyli szpiku
kostnym, watrobie, mig¢éniach, leukocytach oraz nerkach (Kitani i in., 2003; Samal
i1in., 1994). Jasinska i Pietruczuk (2010) analizujac, czy PBEF1 wigze si¢ z recep-
torem insulinowym lub innym receptorem btonowym, sformulowaty hipoteze, ze
wisfatyna nie tworzy z nim wigzania w tym samym aktywnym miejscu co insulina.
Doswiadczenie przeprowadzone na transgenicznych myszach Nampt” udowodnito,
ze Nampt wptywa na wydzielanie insuliny w komorkach B trzustki, biorgc udziat
w syntezie NAD (Revollo i in., 2007). Funkcje¢ insulino-mimetyczng wisfatyny po-
twierdzono takze w badaniach na komoérkach mezangialnych linii MC. Komorki te po
stymulacji wisfatyng zwigkszaty wigzanie do btony komorkowej transportera glukozy
GLUT-1, natomiast zastosowanie inhibitora Nampt znosito ten efekt. Zablokowanie
ekspresji genu receptora wisfatyny hamowato pobor glukozy, co sugeruje popraw-
no$¢ obu mechanizmow dziatania wisfatyny (Song i in., 2008).

W licznych badaniach lepiej opisano i poznano proces wydzielania wewnatrzko-
moérkowej formy PBEF1, ktéra wykazuje aktywnos¢ fosforybozylotransferazy niko-
tynamidu. U ludzi fosforybozylotransferaza nikotynamidu stymuluje dojrzewanie
miesni gltadkich naczyn, reguluje ekspresje gendéw metabolizmu lipidow (van der Veer
1 in., 2005). Istnieje dodatnia korelacja mi¢dzy indeksem masy ciala oraz procen-
towym udziatem thuszczu w organizmie cztowieka a stezeniem tego biatka (Berndt
iin., 2005). Mozliwe, ze oddziatuje ona na organizm przez centralny uktad nerwowy,
poniewaz stezenie w ptynie mézgowo-rdzeniowym zmienia si¢ zaleznie od koncen-
tracji wisfatyny w osoczu (Hallschmid i in., 2009).

Wewnatrzkomérkowa PBEF1 katalizuje reakcje pomiedzy nikotynamidem
i 5-fosforybozylo-1-pirofosforanem (PRPP), w wyniku czego powstaje w cytozolu
mononukleotyd nikotynamidowy (NMN). NMN w obecnos$ci enzymu — Nmnat, taczy
si¢ z ATP, a produktem tej reakcji jest NAD". Kofaktor NAD moze by¢ syntetyzowa-
ny de novo z tryptofanu lub odzyskiwany z nikotynamidu, produktu degradacji NAD
wewnatrz komorek (Luk i in., 2008; Revollo i in., 2007). Nampt ma zatem istotne
znaczenie w procesie wytwarzania NAD, gdyz katalizuje reakcje limitujaca szybkosé
jego syntezy z nikotynamidu. Zwigkszenie stezenia biatka powoduje wzrost stezenia
NAD-+. Nampt wptywa na ekspresj¢ gendw, przez oddziatywanie na aktywno$¢ biatek
Sir2 — sirtuin tworzacych rodzine deacetylaz NAD+ zaleznych ewolucyjnie konser-
watywnych enzymoéw, ktorych wystepowanie stwierdzono u wszystkich zbadanych
organizmow eukariotycznych i1 wielu prokariotycznych. Sirtuiny, przez deacetylacje
czynnikoéw transkrypcyjnych, wptywaja na metabolizm, roznicowanie komorek, od-
powiedz na stres (Revollo i in., 2004).

Wisfatyna zostala rowniez opisana jako cytokina, wydzielana przez aktywowane
limfocyty szpikowe stymulujagce powstawanie komorek pre-B, dzialajacych syner-
gistycznie z interleuking 7 (IL-7) i czynnikiem wzrostowym komorek pnia (SCF).
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Zalezno$¢ migdzy wewnatrzkomorkowsa lokalizacjg a stadium cyklu komérkowego
sugeruje, ze moze ona wplywac na przebieg cyklu komorkowego i roznicowanie ko-
morek. Przypuszcza si¢, ze bierze ona udziat w wielu procesach nowotworowych
(Kitani i in., 2003). Zaobserwowano takze, ze wisfatyna w komorkach np. neutrofili
hamuje apoptoze, co moze by¢ zwigzane z obnizaniem aktywnos$ci biatek kaspazy 3
i 8 (Jiaiin., 2004).

Budowa bialka wisfatyny

Wisfatyna posiada dwa miejsca glikozylacji: w odcinku N-koncowym oraz C-
-koncowym tancucha polipeptydowego. Wiekszos$¢ biatek ulegajacych sekrecji po-
siada N-koncowsg sekwencje sygnatowa, o wlasciwosciach hydrofobowych, ktorej
jednak nie zaobserwowano w wisfatynie (Li i in., 2012). Struktura biatka PBEF]1 jest
wysoce konserwatywna, wykazano to, analizujac jej struktur¢ u réznych gatunkow
nalezacych do organizméw wyzszych, a takze u bakterii (Li i in., 2012). Sekwen-
cja aminokwasowa wisfatyny u kur wykazuje 94,4% homologii z ludzka wisfatyna
(NP_005737.1), 94,3% z bydleca (NP_001231070.1) i 88,5% wisfatyna zidentyfi-
kowang u ryby Danio rerio (XP_002661386.1) (www.ncbi.nlm.nih.gov/homologe-
ne/4201). Biatko wisfatyna tworzy homodimery ztozone z dwoch podobnych pod-
jednostek. Kim 1 in. (2006), poréwnujgc miejsca aktywne wigzace substrat w genie
wisfatyny, pomi¢dzy réoznymi gatunkami zaczynajac od kur, a koficzac na gabkach,
zaobserwowali wysoka homologie sekwencji aminokwasowej tego obszaru.

Lokalizacja komérkowa PBEF1

Brak N-koncowej sekwencji sygnatowej w biatku PBEF1 sugeruje, Ze nie jest
ona wydzielana z komorki na drodze klasycznej sekrecji przy udziale reticulum en-
doplazma tycznego i aparatu Golgiego. W medium pohodowlanym mysich adipocy-
tow 3T3-L1 zaobserwowano obecnos$¢ biatka wisfatyny. W linii komérkowej 3T3-L1
w jadrze komérkowym, membranach, strukturach pecherzykowych i mitochondriach
nie wykazano obecnosci wisfatyny, wykluczajac istnienie mechanizmu wydzielania
PBEF1 z udziatem mikropecherzykéw. Tanaka i in. (2007) sugeruja, ze za transport
tego biatka odpowiedzialne s3 mechanizmy oparte na zmianach strukturalnych bto-
ny komoérkowej lub istnieniu specyficznych transporterow. W badaniach prowadzo-
nych na innych mysich liniach komérkowych PC-12 i Swiss 3T3 wykazano obecno$é
PBEF1 zaréwno w cytoplazmie, jak i jadrze komdérkowym. Zaobserwowano takze,
ze koncentracja biatka w poszczegdlnych strukturach jest zalezna od fazy wzrostu.
W komorkach intensywnie proliferujacych jest wyzsza w jadrze komoérkowym, nato-
miast przy braku stymulacji jadrowym czynnikiem wzrostu, wyzsze stg¢zenie osigga
w cytoplazmie (Kitani i in., 2003).

Gen PBEF1

Geny kodujace PBEF1 u roznych gatunkow majg zblizong budowg. Stopien ho-
mologii ludzkiego genu (NC_006088.3), z bydlecym wynosi 84,6% (AC_000161.1),
mysim 83% (NC_000078.6), a kurzym 84,4% (NC_000007.13 (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/). Gen wisfatyny u ludzi znajduje si¢ na 7. chromosomie i zajmuje
34,7 kpz. Jest ztozony z 11 eksonéw i 10 introndéw. Pierwszy ekson zawiera odcinek
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5’UTR i klasyczng sekwencje sygnalowa, a ostatni — 3’UTR posiada wielokrotny
motyw TATT. Udowodniono obecno$¢ dwdch promotordw, a ich analiza wykazata,
ze jest mozliwa zroéznicowana ekspresja tkankowo-specyficzna. Oba zawierajg ele-
menty regulatorowe zaleznie od czynnikéw chemicznych oraz hormonalnych, ta-
kich jak NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell),
GR (ang. glucocorticoid receptor) oraz AP-1 (ang. activator protein 1) (Ognjanovic
i1in., 2001). Gen wisfatyny u kur zlokalizowany jest na chromosomie 1. Rozciaga
si¢ na przestrzeni okoto 29 kpz i podobnie jak u cztowieka sktada si¢ z 11 ekso-
néw. Wykazano, ze sklonowanie odcinka promotora o dlugosci 1 372 pz i usunig-
cie odcinka o dhugosci 1 075 pz z konca 5’ lub 297pz z konca 3’ tylko cze$ciowo
ograniczylo aktywno$¢ biatka, co $wiadczy o obecnosci licznych promotoréw
w bezposrednim sgsiedztwie miejsca startu transkrypceji (Li 1 in., 2012). W regionie
3”UTR nieulegajacym translacji znajduje si¢ wielokrotnie powtorzony motyw TATT
charakterystyczny dla cytokin i onkogenéw (Samal i in., 1994). Struktura mRNA nie
zawiera jednak sekwencji sygnatowych, odpowiedzialnych za sekrecj¢ biatka: se-
kwencji liderowej i miejsca cigcia kaspazy 1 (Luk i in., 2008). W genie kodujacym
PBEF I brakuje tez charakterystycznego motywu GPuGPuTTPyCAPy, ktory wyste-
puje u hematopoetycznych cytokin na koncu 5’ (Ognjanovic i in., 2001).

Polimorfizm genu

W dostgpnym pismiennictwie spotykamy jedynie kilka prac dotyczacych poli-
morfizmu w locus genu wisfatyny u zwierzat gospodarskich. Badania przeprowadzo-
ne na trzodzie chlewnej dotyczace polimorfizmu g. 669 T>C w intronie 9 wykaza-
ly, iz wptywa on na zawarto$¢ chudego migsa i tluszczu w tuszy. U wielkiej biatej
i landrace zaobserwowano takze zalezno$¢ pomiedzy wariantem genu a dziennymi
przyrostami masy ciata (ZrGstova i in., 2009). U mieszancoéw dzik x meishan ziden-
tyfikowano dwie niesprzezone ze sobg zmiany polimorficzne AM999341: g.669T>
C w 9 intronie i oraz FN392209: g.358 A> G) w sekwencji promotorowej. Oba po-
limorfizmy wykazywaty zwigzek m.in. ze wzrostem, umig$nieniem, othuszczeniem
oraz jakos$cig migsa §win (Cepica i in., 2010). U chinskich lokalnych ras §win za-
obserwowano, ze zmienno$¢ w genie wisfatyny, tj. insercja o dhugosci 35 pz opi-
sana jako g. 381415 w eksonie 4 wptywala na cechy tuczne zwierzat (masa ciala,
przyrosty dzienne masy ciata). Osobniki obarczone insercjag w obu allelach charak-
teryzowaly si¢ wyzsza masg 1 przyrostami w pierwszych 6 miesigcach zycia. Po
szOstym miesigcu obserwowano odwrotng tendencje (Wang i in., 2009). Natomiast
6 nukleotydowa delecja g. 19767-19774 (TAAAAA) w intronie 5 wplywata istotnie
na obnizenie warto$ci przyrostoOw 1 nizszg mase ciata. Nie zaobserwowano zwierzat
homozygotycznych pod wzgledem tej zmiany polimorficznej, co moze §wiadczy¢
o naturalnej eliminacji homozygot posiadajacych oba zmutowane allele, u ktérych
prawdopodobnie wystepowaltby niedorozwo6j i problem ze wzrostem (Wang i in.,
2012).

Dotychczasowy stan wiedzy na temat wptywu wisfatyny na organizm kury do-
mowej jest ubogi. Wiadomo jedynie, ze ulega ona ekspresji w tkance mig$nio-
wej, przysadce, nerkach, $ledzionie, miedzymoézgowiu, watrobie i1 tkance thusz-
czowej. SzczegoOlnie wysoki poziom tego biatka zaobserwowano w watrobie



Wisfatyna — jej budowa i funkcja 137

i miesniach szkieletowych. Co wigcej, jej wzmozong nadekspresje obserwowano
w tkankach starszych osobnikoéw. Ponadto, zasugerowano, ze PBEF1 peni funkcje
miokiny, wptywajacej na rozrost tkanki migsniowej u kurczat. Mozliwe jest row-
niez, ze odgrywa ona kluczowa role w utrzymaniu homeostazy energetycznej, po-
przez udzial w metabolizmie lipidow (Krzysik-Walker i in., 2008). Hipoteza zna-
lazta potwierdzenie w nielicznych badaniach. U kur mieszancéw ras gushi i anka
wykazano obecno$¢ polimorfizmu c. 1433G>A (mutacja zmiany sensu) w eksonie
6 1 stwierdzono jego zwigzek z masg ciata, przy czym allel G korzystnie wpty-
wal na wzrost kurczat, a niekorzystnie na odktadanie ttuszczu (Han i in., 2011).
U tych samych mieszancow homozygoty TT, identyfikowanych enzymem restryk-
cyjnym Xbal (cicha mutacja g.17873) w eksonie 7, wykazywaly lepsze parametry
uzytkowo$ci migsnej na wcezesnych etapach rozwoju (Han i in., 2010). Natomiast
w badaniach wtasnych (dane niepublikowane) prowadzonych u brojleréw linii Ross
308, zmierzajacych do okreslenia wptywu polimorfizmu g.17873C>T na cechy uzyt-
kowosci miesnej ptakow, wykazano negatywny wptyw allelu T na mase ciata, mase
nog ptakow 1 przyrosty masy ciata, a takze niektdre cechy jakos$ci i tekstury miesa.
Kurczaki o genotypie TT przedstawiaty wyraznie nizsza warto$¢ uzytkowa w porow-
naniu z nosicielami allelu C. Ich migso miato bardziej spoista teksture i bylo mniej
sprezyste.

Wisfatyna/PBEF/Nampt ma wlasciwos$ci cytokiny, czynnika wzrostu i enzymu;
zaleznie od pochodzenia, st¢zenia oraz modelu do$wiadczalnego wykazuje rozne
funkcje biologiczne o odmiennym mechanizmie dziatania. Mimo rosnacej liczby opu-
blikowanych wynikéw eksperymentow badawczych nadal istnieje szereg watpliwo-
$ci dotyczacych jej funkcji 1 pozostaje nadal biatkiem o kontrowersyjnym znaczeniu
w rozwoju chorob towarzyszacych otytosci.
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Protein function and polymorphism of the visfatin gene in farm animals
SUMMARY

Adipose tissue is not only a depot of energy for animal bodies, but also the site of endocrine secretion
as well as a source of the multifunctional proteins adipocytokines. Adipokines are acting directly or indi-
rectly by regulating energy homeostasis, hematopoesis, angiogenesis, lipid and carbohydrate metabolism,
and reproduction. These proteins include adipsin, leptin, adiponectin, resistin, apelin, chemerin as well
as visfarin, which are becoming increasingly important in the treatment of lifestyle diseases. The pres-
ent study provides information on protein function and variation of the recently identified visfatin gene,
which is a pre-B-colony enhancing-factor (PBEF1) and possesses nicotinamide phosphoribosyltransferase
(NAMPT) activity. Visfatin catalyzes an important NAD synthesis pathway: the condensation of nicotin-
amide with 5-phosphoribosyl 1-pyrophosphate (PRPP) to yield nicotinamide mononucleotide. Its name
is associated with visceral adipose tissue where it is expressed, but it is now known to occur also in bone
marrow, macrophages, skeletal muscles, and hepatocytes.
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