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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W poszukiwaniu wyjadnienia patomechanizméw cukrzycy, a zwlaszcza podtoza rozwoju jej
powiktat naczyniowych (mikro- i makroangiopatii), mimo biezacego, dobrego wyréwnania
cukrzycy, zwrécono uwage na role dziedziczenia pozagenowego zwigzanego z modyfikacjami
epigenetycznymi biatek histonowych i DNA w warunkach hiperglikemii. Wykazano istotna
role metylacji DNA oraz modyfikacji epigenetycznych biatek histonowych, o réznym charak-
terze i réznego stopnia, w pozagenowym przekazywaniu informacji o przetrwatych zmia-
nach indukowanych hiperglikemig. Zwrécono uwage na role metylacji DNA komérek trzustki
w patogenezie cukrzycy typu 1, ale takze typu 2. Wskazano zwlaszcza na istotna role zmian
metylacji DNA w tzw. zespole ograniczonego wzrostu wewngtrzmacicznego ptodu (IUGR)
jako przyczyne pézniejszego rozwoju cukrzycy. W patogenezie cukrzycy typu 2 i jej powiktan,
zwlaszcza mikroangiopatii, najwiekszy udziat maja modyfikacje epigenetyczne dotyczace me-
tylacji mitochondrialnego DNA. Wielokierunkowo$¢ i ztozono$é modyfikacji epigenetycznych
biatek histonowych wskazuje na ich istotng role w rozwoju zaburzen cukrzycy. Szczegdlnie
wazna role przypisuje sie metylacji i acetylacji biatek histonowych, zwtaszcza dotyczacych
argininy i lizyny, ktére wystepuja najczesciej. Ponadto wazne sa modyfikacje epigenetyczne
enzyméw, zwlaszcza metylaz, odpowiedzialnych za te procesy. Wskazuje sie, ze zidentyfikowane
réznice epigenetyczne w obrebie DNA czy biatek histonowych moga sie okazaé w przysztosci
przydatnymi biomarkerami przepowiadajacymi podatno$¢é na rozwéj choroby, a takze moga sie
staé potencjalnym celem przysztych dziatan terapeutycznych zaburzeti klinicznych cukrzycy.
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Summary

In the search for explanations of diabetes pathomechanisms, especially the development of
its vascular complications (micro- and macrovascular), although current, good metabolic
control of diabetes, attention was drawn to the role of epigenetic inheritance associated
with epigenetic modifications of histone proteins and DNA in hyperglycemia conditions. This
study showed the significant role of DNA methylation and histone epigenetic modifications
(a different nature and a different degree) in the transmission of information that is not con-
nected with gene inheritance but concerns the persistent changes induced by hyperglycemia.
Attention was paid to the role of DNA methylation of pancreatic cells in the pathogenesis of
type 1 diabetes, but also type 2. The important role of DNA methylation changes in a so-cal-
led intrauterine growth restriction (IUGR) as reason of subsequent development of diabetes
was particularly emphasized. In the pathogenesis of type 2 diabetes and its complications,
especially microvascular complications, the greatest share and importance of epigenetic mo-
difications on mitochondrial DNA metylation are the most important. The multidirectionality
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and complexity of epigenetic modifications of histone proteins indicate their importance
in the development of diabetic disturbances. An especially important role is attributed to
methylation and acetylation of histone proteins, in particular on arginine and lysine, whose
changes occur most frequently. Moreover, epigenetic modifications of the enzymes, especially
methylases, responsible for these processes are the underlying. It has been indicated that the
identification of epigenetic differences within the DNA or histone proteins may be a useful
prognostic biomarker of susceptibility to the disease development in the future. Moreover,
they may become a potential target for future therapeutic interventions for clinical disorders

in diabetes.
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WPROWADZENIE

Cukrzyca jest ztozong choroba metaboliczng, u podtoza
ktérej lezy niedostateczne wydzielanie i/lub niewy-
starczajace dziatanie obwodowe insuliny, przejawiajace
sie hiperglikemig. Mechanizmy indukujace te zaburze-
nia sa ztozone i wciaz intensywnie badane, mimo dhu-
goletniej historii naturalnej zachorowan na cukrzyce.
Szczegblng uwage zwraca sie na poprawe jej wczesnej
diagnostyki i okre$lenie ryzyka jej wystepowania, co
jest utrudnione przez czesto dtugotrwale utajony prze-
bieg cukrzycy. Ktadzie sie réwniez nacisk na poznanie
patomechanizméw powiktat towarzyszacych cukrzycy
i mozliwo$ci zapobiegania ich rozwojowi. Wystepujace
mikro- i makroangiopatie obnizaja jako$¢ zycia chorych
i skrécenie czasu ich przezycia [5,8,14,34]. W poprzed-
nich dekadach, oprécz udowodnionej roli hiperglike-
mii, ktérej czesto towarzyszy dyslipidemia oraz stan
zapalny, dowiedziono réwniez udziat stresu oksydacyj-
nego (0S) w rozwoju zaburzeri biochemicznych i kli-
nicznych cukrzycy, co przedstawiano w wielu pracach
eksperymentalnych i pogladowych. Wprowadzenie
takich okres$len jak glukotoksyczno$é i modyfikacje gli-
kooksydacyjne w odniesieniu do zmian zachodzacych
w metabolizmie makroczastek organizmu oraz struktur
komérkowych i tkankowych, w istotny sposéb oddaja
wage tych proceséw w rozwoju cukrzycy [18,27,32].

Ostatnie lata przyniosty natomiast zainteresowanie
modyfikacjami epigenetycznymi, jako istotnymi ele-
mentami uczestniczagcymi w patogenezie réznych cho-
réb, gtéwne nowotworowych i neurodegeneracyjnych
czy przebiegu procesu starzenia sie, ale zwrécono réw-
niez uwage na role modyfikacji epigenetycznych induko-

wanych hiperglikemig w rozwoju cukrzycy [11,36,51,74].
Szczegblng uwage zwrdcono na pojawianie sie mikro-
i makroangiopatii cukrzycowych mimo dobrego, bie-
zgcego wyréwnania glikemicznego chorych. Zjawisko
to, poczatkowo o nieznanym podtozu, zostato nazwane
,pamiecig metaboliczng” organizmu lub ,,efektem dzie-
dziczenia”. Mechanizm rozwoju powiktari cukrzyco-
wych indukowanych pamiecia metaboliczng prébowano
powigzaé z istnieniem modyfikacji epigenetycznych,
czyli zmian w obszarze materiatu genetycznego niewy-
nikajgcych z zasad teorii dziedziczenia, a indukowanych
wladnie przewlekta hiperglikemia i glukotoksycznoscia.
W ostatnich latach zwrécono takze uwage na role mody-
fikacji epigenetycznych w patogenezie choroby oraz
progresji ze stanu przedcukrzycowego w petnoobjawowa
chorobe [24,72,74,87]. Ze wzgledu na coraz liczniej-
sze dane z pi$miennictwa i wzrastajace zainteresowa-
nie tym problemem wéréd badaczy, przedmiotem tego
opracowania stato sie przedstawienie aktualnego stanu
wiedzy i wynikéw badar o roli modyfikacji epigenetycz-
nych w patogenezie cukrzycy i rozwoju jej powiktati oraz
mozliwych nowych - epigenetycznych celéw terapeu-
tycznych cukrzycy, w oparciu o najbardziej reprezenta-
tywne wyniki badan w tym zakresie.

PAMIEC' METABOLICZNA W CUKRZYCY A MODYFIKACJE EPIGENETYCZNE

Cukrzyca, zwtaszcza typu 2, moze dlugo przebiegal
w utajeniu i by¢ niezdiagnozowang, a hiperglikemia
i towarzyszace jej zaburzenia biochemiczne juz w tym
bezobjawowym okresie moga indukowaé zaburzenia
metaboliczne i kliniczne, ktére wplywaja negatywnie na
stan kliniczny pacjenta. Wyniki dtugoterminowych, ran-
domizowanych badati: DCCT (Diabetes Control Complica-
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tion Trial), EDIC (Epidemiology of Diabetes Interventions
and Complications) czy UKPDS (UK Prospective Diabetes
Study) wskazaty pozytywny wptyw kontroli glikemii nie
tylko na biezacy stan metaboliczny chorych na cukrzyce,
ale co istotne, na odlegte zaburzenia kliniczne, zwtasz-
cza wystgpienie powiktari naczyniowych w przysztosci.
W badaniach tych wykazano, ze angiopatie cukrzycowe
moga sie pojawi¢ nawet dtugo po uzyskaniu dobrego
wyréwnania glikemicznego choroby, co wskazuje na ist-
nienie mechanizméw, ktére perspektywicznie indukuja
procesy lezace u podtoza rozwoju mikro- i makroangio-
patii cukrzycowych. Wspétczesna koncepcja ,,pamieci
metabolicznej” stata sie wyzwaniem dla naukowcéw
i klinicystéw oraz obiektem wielu badati eksperymen-
talnych i opracowan teoretycznych. Wskazano ponadto,
nie tylko na istotna role hiperglikemii w okresie przed
zdiagnozowaniem choroby, ale takze na znaczaca role
wahan glikemii - dysglikemie (wahania hiper- i hipo-
glikemii - tzw. ,,hustawka glikemiczna”), hiperglikemie
popositkowa oraz glukotoksyczno$é; w perspektywie
rozwoju angiopatii cukrzycowych [7,18,24,83,89].

Dobrze poznane i udokumentowane sg szlaki zaburzet
biochemicznych w cukrzycy indukowane hiperglike-
mia, co przedstawiono w licznych pracach zbiorczych.
Najwazniejsze to: autooksydacja glukozy i glukotoksycz-
no$é; nieenzymatyczna glikacja biatek i powstawanie
zaawansowanych koicowych produktéw glikacji (advan-
ced glycation end products; AGE) oraz reaktywnych
intermediatéw tego procesu; nasilenie szlaku poliolo-
wego i heksozaminowego oraz nadmierna aktywacja
kinazy biatkowej C (protein kinase C; PKC). Procesy te,
wiasciwie na kazdym etapie ich przebiegu, powoduja
nadmierne wytwarzanie wolnych rodnikéw (WR) i nasi-
lenie stresu oksydacyjnego, co wynika m.in. z glikacji
biatek mitochondrialnych upo$ledzajacej ich funkgcje,
aw polaczeniu z nadmiarem substratéw energetycznych
(glukoza, wolne kwasy ttuszczowe), zwieksza generowa-
nie wolnych rodnikéw w taticuchu oddechowym. taczy
sie réwniez z nasilong peroksydacja lipidéw, a zwtasz-
cza tworzenia sie reaktywnych i miazdzycogennych
utlenionych lipoprotein o niskiej gestosci (tzw. oxLDL).
Ponadto, poprzez mechanizmy metaboliczne, hemody-
namiczne oraz lokalny odczyn immunologiczno-zapalny,
wiaze sie z uszkodzeniem $rédbtonka naczyn. Dochodzi
m.in. do zwiekszonego wytwarzania naczyniowego czyn-
nika wzrostu $rédbtonka (vascular endothelial growth
factor; VEGF), transformujacego czynnika wzrostu p
(transforming growth factor B; TGF-p), insulinopodob-
nego czynnika wzrostu 1 (insulin-like growth factor-1;
IGF-1), prozakrzepowego czynnika tkankowego (tissue
factor; TF), zmian w generowaniu i dostepnosci tlenku
azotu oraz aktywacji szlakéw kontrolowanych przez
transkrypcyjny czynnik jadrowy kappa B (nuclear factor
kappa B; NF-kB) [1,18,31,45,88,91].

Kumulowanie AGE w tkankach i narzadach oraz nasi-
lony OS sa wskazywane jako podstawowe czynniki roz-
woju powiktart naczyniowych cukrzycy. Jednak coraz
wiekszy wktad w zrozumienie i wyja$nienie mechani-

zméw prospektywnych zaburzeni klinicznych dostar-
czajg badania dotyczace roli hiperglikemii w inicjowaniu
i propagowaniu zmian w aktywnosciach réznych genéw
uczestniczacych w patomechanizmie cukrzycy i jej
powiktan, ale bez zmian w ich strukturze (tj. bez zmian
w sekwencji DNA czy strukturze chromatyny). Chodzi
o tzw. wplyw epigenetyczny hiperglikemii (np. przez
wprowadzenie nowych grup chemicznych do istnieja-
cego materiatu jadrowego) w wyniku nawet przemija-
jacych, krétkotrwalych, ale powtarzajacych sie, stanéw
hiperglikemii. Takie zmiany sa okreslane modyfika-
Cja epigenetyczng materiatu genetycznego i jak dowie-
dziono w ostatniej dekadzie, to one sa wskazywane
jako przyczyna tzw. ,,pamieci metabolicznej” lezacej
u podstaw mechanizmu rozwoju naczyniowych powiktan
cukrzycy. W tym $wietle bardzo wazne jest utrzymywa-
nie docelowych parametréw wyréwnania glikemicznego
cukrzycy juz we wczesnoobjawowym okresie choroby
[12,24,40,90]. Ogblny schemat zalezno$¢ opisanych ele-
mentéw przedstawiono na ryc. 1.

Dotychczasowe badania dotyczace podatno$ci czy
predyspozycji do rozwoju powiktan naczyniowych
w cukrzycy pod wptywem hiperglikemii koncentro-
waly sie gtéwnie na szlakach zaburzen biochemicznych
i polimorfizmie genetycznym. Obecnie ktadzie sie nacisk
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Ryc. 1. 0gdlny schemat zaleznosci zaburzen indukowanych hiperglikemia
w patogenezie powiktan cukrzycowych
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wiasnie na poznanie i wyjasnienie ich podtoza epigene-
tycznego oraz interakcji gen-$§rodowisko, co moze by¢
szczeg6lnie istotne w patomechanizmie samej choroby.
Prowadzone byty liczne badania na hodowlach komér-
kowych i modelach zwierzecych, majace na celu lep-
sze zrozumienie zwigzku proceséw epigenetycznych
z hiperglikemia i rozwojem powiktan cukrzycy. Wyja-
$nienie mechanizmdw i roli tych modyfikacji w aspek-
cie pamieci metabolicznej w cukrzycy pozwoli na lepsze
poznanie i zrozumienie mechanizméw odpowiedzial-
nych za ,niekontrolowany” rozwdj angiopatii moze sie
staé waznym celem dziatan terapeutycznych w przy-
szto$ci. Niezwykle istotnym staje sie opracowanie spo-
sobéw zapobiegania rozwojowi powiklari naczyniowych
u chorych na cukrzyce, mimo biezgcego satysfakcjo-
nujacego leczenia hipoglikemizujacego. Moze to mieé
duze znaczenie dla zmiany powszechnie obowigzuja-
cych schematéw terapeutycznych, ktéra polegataby
na jak najwcze$niejszym wprowadzeniu intensywnego
leczenia hipoglikemizujacego, zwlaszcza insulinoterapii
[3,12,39,47,55]. O waznosci i znaczeniu problemu modyfi-
kacji epigenetycznych w cukrzycy $wiadczy narastajaca
co roku liczba publikacji dotyczacych tego zagadnienia
(liczba rekordéw odnalezionych w bazie PubMed dla
hasta ,,epigenetics&diabetes” w ostatnich 5 miesiecach
wzrosta o ponad 30%).

EpiGeNETYKA — 0DKRYCIE XX WIEKU

Pierwsze doniesienia dotyczace epigenetyki i mecha-
nizméw modyfikacji epigenetycznych opublikowano
w latach 50 ub. w. Liczba badati dotyczacych tego zagad-
nienia jest ogromna i lawinowo ro$nie (dane z lipca br.
podaja prawie 17 tys. i prawie 50 tys. rekordéw odnalezio-
nych w bazie PubMed zwiazanych odpowiednio z hastem
.epigenetics/epigenetic”), co wskazuje na ogromne
zainteresowanie tym zagadnieniem. Obecnie najlepiej
sa udokumentowane badania dotyczace podloza epi-
genetycznego chordb nowotworowych, neurodegene-
racyjnych i psychicznych, natomiast coraz wiecej prac
dotyczy udziatlu modyfikacji epigenetycznych w pato-
genezie otytosci, choréb sercowo-naczyniowych oraz
cukrzycy. Wskazuje sie, iz réznorodne czynniki §rodowi-
skowe, a zwlaszcza dieta, beda w przysztosci w istotny
sposéb wptywaly na nasilenie wystepowania tych cho-
réb przez indukowanie zmian epigenetycznych i mecha-
nizm pamieci metabolicznej. W przypadku cukrzycy na
czoto wysuwa sie gluko- i lipotoksyczno$¢ w potaczeniu
ze stresem oksydacyjnym oraz nutri- i metabolomika.
Nie bez znaczenia bedzie zapewne wplyw zanieczysz-
czeni $rodowiskowych czy narazenia $rodowiskowego
na rozwdj tych chorédb, co z pewnoscia stanie sie obiek-
tem intensywnych badai w najblizszej przysztosci
[9,18,21,39,44,55].

Pojecie epigenetyki w ogélnym ujeciu dotyczy dziedzicz-
nosci pozagenowej, czyli dziedziczenia zmian ekspresji
gendw, ktére jest niezalezne od informacji zakodowanej
w DNA (sekwencji nukleotydéw w DNA), lecz determi-
nowane jest réznymi czynnikami i modyfikacjami bio-

chemicznymi wptywajacymi na ekspresje wybranych
genéw. Modyfikacja epigenetyczna jest definiowana
jako kazda zmiana w fenotypie komérki, ktéra nie jest
wynikiem zmian w sekwencji DNA. Poznane modyfi-
kacje epigenetyczne, kontrolujagce i zmieniajace trans-
krypcje genéw dotycza dwdch gtéwnych sktadowych
kodu genetycznego, a mianowicie DNA, i tu zasadni-
czym czynnikiem jest metylacja oraz zmiany struktury
i funkcji chromatyny przez chemiczng modyfikacje
histonéw (gtéwnie metylacja, acetylacja i fosforylacja).
Sa z sobg integralnie potaczone, nadajg nowe cechy dzie-
dziczeniu pozagenowemu i tworza swoisty kod epigene-
tyczny pozwalajac na dziedziczenie czy tez pojawienie
sie pewnych cech niezaleznie od nukleotydowego zapisu
w kodzie genetycznym. Modyfikacje DNA i histondw sa
rezultatem dziatania réznych grup enzymdéw (np. mety-
laz, demetylaz, acetylaz, deacetylaz), ktére bezposrednio
wplywaja na regulacje procesu dziedziczenia (moga by¢
dziedziczone i przekazywane do komérek potomnych).
Natomiast zaburzenia w regulacji aktywnosci tych enzy-
méw moga doprowadzi¢ do kolejnych zaburzen, indu-
kujac np. wystapienie i rozwdj nowotwordw. Wskazuje
sie réwniez na interferencje z RNA (z udziatem small-
IRNA zawierajgcych mikroRNA) jako trzeci z mozliwych
mechanizméw modyfikacji epigenetycznych. Wyrazem
modyfikacji epigenetycznych jest takze wystapienie
indywidualnych (niepatologicznych) réznic miedzy-
osobniczych, co najlepiej jest widoczne u par bliZniat
jednojajowych, u ktérych mimo niemal identycznego
,wzoru genetycznego” ekspresja genéw i poziomy ,,pro-
duktéw” poszczegblnych gendéw sg rézne, uwidoczniajac
réznice fenotypowe [20,51,67,82].

MobYFIKACJE EPIGENETYCZNE W 0BREBIE DNA

Modyfikacje epigenetyczne DNA dotyczg metylacji tej
czasteczki i sa chyba najlepiej poznanym i opisanym
procesem, dlatego tez w pracy ograniczono sie jedy-
nie do przypomnienia najwazniejszych faktéw doty-
czacych tych zmian. Podobng zasade przyjeto w dalszej
czeéci pracy do opisu modyfikacji epigenetycznych
histonéw czy tez niekodujacego RNA. Metylacja DNA
polega na przylaczeniu grupy metylowej gtéwnie do
wegla C5 cytozyny (rzadziej do azotu N3 cytozyny lub
do wegla C6 adeniny), a reakcja jest katalizowana przez
metylotransferazy DNA (deoxyribonucleic acid methyl-
transferases; DNMTs). Do rodziny metylaz nalezy kilka
metylotransferaz. Aktywne enzymatycznie sg DNMT,
DNMT3A i DNMT3B, a ponadto DNMT3L i DNMT?2. Pro-
ces odwrotny jest katalizowany przez demetylazy.
Donorem grup metylowych jest najczesciej S-adenozy-
nometionina (S-adenosylmethionine; SAM). Metylacja
zachodzi w miejscu wystepowania dinukleotydéw cyto-
zyna-guanina (zwanymi wyspami CpG) i ulegaja jej
symetrycznie obydwie (przeciwréwnolegte) nici DNA.
W genomie cztowieka wystepuje okoto 29 tys. wysp CpG
(obszaréw o zwiekszonej w poréwnaniu z catym geno-
mem zawarto$ci tych dwdch nukleotydéw), ktére sa
w 50-60% umiejscowione w promotorach genéw (geny
metabolizmu podstawowego) i w okoto 40% gendw swo-
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istych tkankowo. Skutkiem metylacji jest przewaznie
obnizenie lub wyciszenie ekspresji genéw. Metylacja
wplywa ponadto na stopien kondensacji chromatyny, co
reguluje (najczesciej zmniejsza) dostepno$¢ DNA dla réz-
nych czynnikéw transkrypcyjnych. Proces ten jest wyko-
rzystywany w komérce do wyciszania licznych sekwencji
powtdrzeniowych, decyduje réwniez o prawidtowym
przebiegu tzw. procesu pietnowania genomowego (gene-
tics imprinting), nazywanego réwniez rodzicielskim
oraz inaktywacji chromosomu X, dzieki czemu aktywna
jest tylko jedna kopia genéw sprzezonych z picia. Proces
metylacji odgrywa réwniez role w rozwoju nowotworéw,
choréb neurodegeneracyjnych, otytosci, chordb ser-
cowo-naczyniowych i innych [20,36,57,70].

Mobvrikacse ePIGENETYCZNE DNA w cukrzycy

Dane o zmianach epigenetycznych indukowanych
hiperglikemig w obrebie DNA w zwigzku z patoge-
neza cukrzycy i jej powiktat, mimo postepu wiedzy,
sa wcigz stosunkowo nieliczne. Jak wspomniano wcze-
$niej, metylacja DNA jest uwazana za jeden z najwaz-
niejszych mechanizméw regulujacych ekspresje genéw
ze wzgledu na kowalencyjne wigzanie grup metylowych
do wysp CpG w sekwencjach promotorowych, co najcze-
$ciej wiaze sie z wyciszeniem transkrypcji. U chorych
na cukrzyce wykryto okoto 130 miejsc CpG (zaréwno
hipo- jak i hipermetylowanych) zwigzanych z rozwo-
jem choroby, np. w genach dekarboksylazy glutaminia-
nowej 2 (glutamic acid decarboxylase; GAD2), genach
HLA-DQB1 oraz HLA-DRB1. Okazalo sie, ze u chorych na
cukrzyce typu 1 (T1DM) z przeciwcialami przeciwwy-
spowymi (islet cells antibodies; ICA), tego typu zmiany
mozna wykry¢ na wiele lat przed klinicznymi objawami
choroby. Wskazuje sie zwtaszcza na zmieniony ,,wzér”
metylacji DNA w komérkach wysp trzustki, miesniach
szkieletowych i tkance ttuszczowej [68,75,79]. U pacjen-
téw z T1IDM wykazano obecno$¢ hipometylacji 3 wysp
CpG (znajdujacych sie proksymalnie do miejsca starto-
wego transkrypcji genu insuliny) jako mechanizmu epi-
genetycznego zaangazowanego w patogeneze tego typu
cukrzycy, ale co istotne, nie cukrzycy typu 2 (T2DM) [16].
Dowiedziono ponadto, ze ekspresja receptordéw akty-
wujgcych proliferacje peroksysoméw gamma C1 alfa
(Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma
Coactivator 1 Alpha; PPARGC1A), zaangazowanych
w metabolizm glukozy, jest zmniejszona w komérkach
wysp trzustki u pacjentéw z T2DM i odwrotnie propor-
cjonalna do stopnia jego metylacji. Natomiast metylacja
DNA promotora PPARGC1A w tych komérkach (z naste-
powa represja transkrypcji) byta dwukrotnie wieksza
u cukrzykdéw niz u 0séb bez cukrzycy, co wigzato sie ze
zmniejszona sekrecja insuliny z komérek wysp trzustki
[54]. Podobnych obserwacji dostarczyta réwniez ana-
liza metylacji genomu promotora w mie$niach szkiele-
towych pacjentéw z T2DM. Zmiany ekspresji tego genu
i jego polimorfizm epigenetyczny powigzano z zaburzo-
nym wydzielaniem insuliny i dysfunkcja komérek beta
wysp trzustki oraz wzrostem ryzyka rozwoju cukrzycy
typu 2 [2]. Wskazuje sie ponadto, iz hipermetylacja DNA

moze by¢ takze indukowana dietg wysokottuszczowa
(np. hipermetylacja genu glukokinazy watrobowe;j
i promotora genu kinazy pirogronianowej typu L), co
wykazano na modelu zwierzecym (szczury z otytocia).
Autorzy sugeruja, ze ocena poziomu hipermetylacji tych
enzymdéw moze byé w przyszto$ci uzytecznym parame-
trem do oceny insulinoopornosci indukowanej otyto-
$cig i sthuszczeniem watroby [42]. Badania ostatnich lat
wykazaly, iz metylacja DNA genu jednego z transporte-
réw cynku (solutecarrier family 30 member 8; SLC30A8),
biatka bioracego udziat w regulacji wydzielania insu-
liny, w istotny sposéb moze predysponowaé do rozwoju
cukrzycy i staé sie elementem diagnostycznym, przepo-
wiadajacym wystapienie choroby, jak réwniez obiektem
dziatad terapeutycznych [76]. Seman i wsp. [78] w popu-
lacji malajskiej wykazali zwiazek zwiekszonej metyla-
cji DNA promotora genu SLC30A8 z zapadalnoscia na
cukrzyce typu 2, ale nie z rozwojem nefropatii cukrzy-
cowej. Na ryc. 2 przedstawiono najwazniejsze elementy
modyfikacji epigenetycznych DNA w warunkach hiper-
glikemii zwigzanych z rozwojem cukrzycy typu 11i 2.

Duzo uwagi skoncentrowano na modyfikacjach epigene-
tycznych DNA u noworodkéw z mata masg urodzeniowa,
urodzonych z niedozywionych matek z tzw. zespotem
ograniczonego wzrostu wewnatrzmacicznego ptodu
(intra uterine growth restriction; IUGR) jako przyczyny
pbzniejszego rozwoju cukrzycy. Einstein i wsp. [22]
w hematopoetycznych komérkach macierzystych i pro-
genitorowych CD34" pochodzacych z krwi pepowino-
wej noworodkdéw z zespotem IUGR, stwierdzili obecnosé
zmian metylacji cytozyny DNA, zwlaszcza regionu zawie-
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Ryc. 2. Schemat najwazniejszych elementéw modyfikacji epigenetycznych
DNA w warunkach hiperglikemii zwiazanych z rozwojem cukrzycy typu 1itypu
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rajacego gen hepatocytowego czynnika jadrowego 4 alfa
(hepatocyte nuclear factor 4-alpha; HNF4A), gdzie wyka-
zano 56 réznych metylacji loci. Polimorfizm HNF4A jest
taczony ze zwiekszona podatnoscia na rozwéj cukrzycy,
zwlaszcza typu MODY (Maturity Onset Diabetes of the
Young) i T2DM w wieku pézniejszym. Potwierdza to
hipoteze, ze zaburzenia $rodowiska wewnatrzmacicz-
nego indukujg modyfikacje epigenetyczne i moga wpty-
naé nie tylko na rozwdj ptodu w czasie krytycznych
okreséw (plastycznoéci) jego rozwoju, ale réwniez moga
zwiekszaé podatno$¢ na wiele choréb zwigzanych ze sta-
rzeniem sie, pojawiajacych sie wiele lat (dekad) pdzniej.

U szczuréw z indukowanym do$wiadczalnie wewnatrz-
macicznym niedorozwojem ptodu, zwigzanym z niedosta-
teczng podazg glukozy w diecie, zaobserwowano zmiany
metylacji DNA izolowanego z wysp trzustki (zmiany mety-
lacji cytozyny w okoto 1400 loci). Wskazuje to na bezpo-
$redni udziat glikemii w indukowaniu tych modyfikacji
i ich zwigzek ze zmiana ekspresji genéw odpowiedzial-
nych wiasnie za podatno$¢ na rozwéj cukrzycy w péz-
niejszym okresie (osobniki doroste). Modyfikacje te byty
odpowiedzialne za unaczynienie, proliferacje komérek
beta, wydzielanie insuliny i $mieré komdrek, zwigzang
z odpowiednimi zmianami w regulacji ekspresji mRNA.
Wskazuje sie modyfikacje tych miejsc jako potencjalnych
kandydatéw propagacji pamieci metabolicznej, a wiec
predysponujacych do rozwoju choréb metabolicznych,
w tym réwniez cukrzycy. Tego typu epigenetyczna dysre-
gulacja wystepowata preferencyjnie w konserwatywnych
sekwencjach miedzygenowych, najczesciej w poblizu
gendw regulujacych te patologiczne procesy zachodzace
wtasnie w IUGR. Wskazuje to, iz juz nawet bardzo wcze-
sne, wewngtrzmaciczne zaburzenia metaboliczne moga
znajdowaé odzwierciedlenie w zwiekszonej zapadalno-
$ci na cukrzyce typu 2 w perspektywie czasowej, czynigc
ten problem jeszcze bardziej waznym, niz wskazywano
dotychczas i podkreslajac mozliwie najwcze$niejsze zdia-
gnozowanie cukrzycy w zyciu dorostym [85]. W progresji
ze stanu IUGR do jawnej cukrzycy, co wykazano na mode-
lach zwierzecych, odgrywa réwniez role postepujace
wyciszanie (hipermetylacja promotora genu) czynnika
transkrypcyjnego trzustki i dwunastnicy odpowiedzial-
nego za réznicowanie sie komdrek beta (Pancreatic and
Duodenal Homeobox 1; PDX1). Ponadto znaczenie ma
hipermetylacja i obnizona ekspresja watrobowa insuli-
nopodobnego czynnika wzrostu 1 (Insulin-like Growth
Factorl; IGF-1) oraz receptora glikokortykoidéw hipo-
kampa szczura (rat hippocamp alglucocorticoid receptor;
hpGR) [28,46,66]. Niektdre badania u ludzi bezpo$rednio
tacza metylacje DNA w okresie niedozywienia cigzowego
z pzniejszym rozwojem otylosci i cukrzycy - wskazywana
jest zwlaszcza hipometylacja genu IGF-2 (pietnowa-
nie rodzicielskie) czy hipermetylacja genu biatka GNAS
(guanine nucleotide-binding protein G) [38,86].

Oprécz udziatu w patogenezie cukrzycy modyfikacjom
epigenetycznym DNA przypisuje si¢ réwnie istotng role
w rozwoju jej powikta. Najwiecej danych dotyczy nefro-
patii (diabetic nephropathy; DN) i retinopatii cukrzyco-

wej, a takze zwigzku z rozwojem zmian miazdzycowych
(makroangiopatie) u pacjentéw cukrzycowych. Poirier
i wsp. [69] w krwi chorych na cukrzyce (zaréwno typu
1 jak i 2), z nefropatia cukrzycowa w réznych jej sta-
diach, wykazali obnizenie stezenia S-adenozylome-
tioniny, bedacej donorem grup metylowych m.in. dla
reduktazy metylenotetrafolianéw (methylene tetrahy-
drofolate reductase; MTHFR) obecnej w limfocytach, co
obniza jej aktywno$¢ w tych komdérkach. Autorzy powia-
zali te zmiany ze stopniem rozwoju DN. Byly najbardziej
znaczgce u chorych w zaawansowanym stadium DN,
ale nie byto réznic miedzy osobami zdrowymi, a cho-
rymi bez powiktan. Wykazali, iz niedobdr SAM prowa-
dzi do niedoboru reszt metylowch, co prawdopodobnie,
wlasnie poprzez mechanizm epigenetyczny moze sie
przyczyni¢ do wysokiej zachorowalnosci i $miertelno-
$ci chorych z nefropatia cukrzycowg. U oséb z zaawan-
sowang DN, charakteryzujacych sie szczegdlnie mata
aktywnos$cig MTHFR, moze to by¢ nasilane uogélnio-
nymi zaburzeniami metabolicznymi, w tym mocznica
i hiperglikemia. Zaburzenia metylacji DNA (hipermety-
lacje) stwierdzono takze w leukocytach krwi obwodowe;j
chorych na cukrzyce z przewlekta choroba nerek (chro-
nic kidney disease; CKD), ktéra byta zwigzana ze stanem
zapalnym, nagromadzeniem toksyn mocznicowych
i zwiekszona $§miertelnoscia tych oséb. U pacjentéw
z hiperhomocysteinemig i otyto$cig oraz zwiekszonym
ryzykiem wystapienia choréb sercowo-naczyniowych
réwniez zaobserwowano wystepowanie zmian metylacji
DNA. Na ztozono$¢ mechanizméw tych zaburzen wska-
zuja dane literaturowe, ktére méwig zaréwno o hiper- jak
i hipometylacji DNA u chorych z CKD [23,49,80]. Sapienza
i wsp. [77] w $linie pacjentéw cukrzycowych wykazali réz-
nego stopnia zmiany metylacji DNA gendw zwigzanych
z niewydolnoécia nerek, o nasileniu zaleznym od stop-
nia niewydolnosci tego narzadu, zwlaszcza z kraticowa
niewydolno$cia nerek (end stage renal disease; ESRD).
Do badanh wytypowano 187 genéw kandydatéw, z czego
dla 39 okazata sie zwigzana z ESRD, a najwieksze réz-
nice dotyczyly pacjentéw dializowanych. Autorzy wska-
zujg, iz indywidualne réznice epigenetyczne w metylacji
DNA mogg sie okazaé przydatnymi biomarkerami prze-
powiadajacymi podatno$¢ na rozwdj choroby, a tatwo$é
pozyskania materiatu biologicznego do badan by¢ moze
pozwoli na ich wprowadzenie do diagnostyki przesie-
wowej. Badania Bell i wsp. [4] ujawnity znaczace réznice
w metylacji promotoréw 19 genéw w DNA miedzy pacjen-
tami z TIDM, z obecng i bez nefropatii. Ponadto wskazaty
na zwigzek hipermetylacji genu UNC13B (nc-13 homolog
B) z rozwojem DN u tych chorych.

Innym, ale jednak niezwykle waznym i §cile powigzanym
z zaburzeniami epigenetycznymi zagadnieniem, jest
modyfikacja DNA mitochondrialnego (mtDNA). Wia-
domo, iz hiperglikemia, wraz z nasilonym powstawa-
niem wolnych rodnikéw i stresem oksydacyjnym oraz
dyslipidemia, stanowig triade czynnikéw indukujacych
zaburzenia biochemiczne na poziomie komérkowym
i narzadowym. Wskazuje sie, iz glukolipotoksyczno$é
oraz glikooksydacyjne modyfikacje makroczastek orga-
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nizmu, do ktérych dotacza sie przewlekly stan zapalny,
sa gléwnymi czynnikami uszkodzenia $rédbtonka
naczyn, co lezy u podstawy rozwoju przewlektych powi-
ktari naczyniowych cukrzycy [1,74]. Proces przebiega za
posrednictwem mechanizméw metabolicznych i hemo-
dynamicznych przedstawionych wczesniej, jednak naj-
istotniejszym jest wlasnie glikooksydacyjne uszkodzenie
biatek mitochondrialnych wynikajgce ze zwiekszonego
wytwarzania WR w mitochondriach komérek pacjen-
téw cukrzycowych, przetadowanych nadmiarem sub-
stratéw energetycznych, tj. glukozg i wolnymi kwasami
ttuszczowymi (WKT). Hiperglikemia i nadmiar WKT
indukuja modyfikacje biatek komérkowych, zwtaszcza
powodujgc mutacje w mtDNA. Proces przebiega inten-
sywnie i stosunkowo tatwo, gdyz mitochondrialne DNA
nie jest chronione przez biatka histonowe, ponadto
stabiej sa wyksztalcone mechanizmy naprawcze, niz
w jadrowym DNA oraz mniej wydolne sg systemy anty-
oksydacyjne. Powoduje to, iz powstajace w wyniku tych
proceséw mutacje prowadzg do trwatego uszkodzenia
komdrek, co wzmacnia ,,odpowiedz” wewnatrzkomér-
kowa na warunki hiperglikemii, wtérnie przejawiajac
sie zwiekszonym wytwarzaniem czynnikéw nasilaja-
cych proliferacje komdrek §ciany naczyti. Wzmacnia to
i przyspiesza postep uszkodzenia tkanek, bezposrednio
przyczyniajac sie do rozwoju péznych powiktan naczy-
niowych cukrzycy [18,30,48,89]. W kontekscie metabo-
licznych zaburzen cukrzycy i patogenezy jej powiktar
naczyniowych, dla waznosci zwigzku miedzy tymi kom-
ponentami najbardziej adekwatnym wydaje sie tagczne
uwzglednienie tych wszystkich sktadowych. Mozna
by je okresli¢ np. jako ,kwartet patogenetyczny” lub
,gluko-lipo-oksydacyjno-zapalny” mechanizm zaburzeri
cukrzycowych. Kazdy z tych czynnikéw jest waznym ele-
mentem samonapedzajacego sie uktadu tych zaburzen,
co jak wynika z intensywnych badan ostatnich lat, ma
bezposredni zwigzek ze zjawiskiem pamieci metabolicz-
nej i gorszym rokowaniem przebiegu choroby.

Najwiecej dowoddéw dotyczacych roli epigenetycz-
nych modyfikacji mtDNA zgromadzono dla retinopa-
tii cukrzycowej, wiekszo$¢ publikowanych wynikéw
dotyczy badan na zwierzetach. U szczuréw z cukrzyca,
patogeneza i rozwdj retinopatii byt indukowany mody-
fikacjami epigenetycznymi genéw kodujgcych biatka
taricucha oddechowego i nastepowym uszkodzeniem
DNA mitochondrialnego nasilanym dodatkowo stresem
oksydacyjnym. Niekorzystne zmiany w siatkéwce oka
pojawialy sie nawet po uptywie 3 miesiecy od uzyska-
nia stanu wyréwnania glikemicznego u badanych zwie-
rzat [58]. W siatkéwce oka oraz w $rédbtonku naczyh
szczuréw z cukrzyca trwajacg ponad 6 miesiecy wyka-
zano hipermetylacje miejsc CpG w rejonie regulacyjnym
polimerazy gamma 1 (Polymerase gamma 1; POLG1)
oraz podjednostki katalitycznej mitochondrialnego
enzymu replikacji DNA, co spowodowato utrate aktyw-
nosci transkrypcyjnej. Co istotne, proces utrzymywat sie
takze gdy okres trzymiesiecznego dobrego wyréwnania
glikemii byt poprzedzony trzymiesiecznym utrzymywa-
niem sie hiperglikemii. Wykazano réwniez upo$ledzenie

systemdéw naprawczych tego regionu (MLH1 lub MSH2
zwigzanych odpowiednio z polimerazg gamma mtDNA
lub z jadrowa polimeraza beta). Potwierdza to hipo-
teze epigenetycznego podioza pamieci metabolicznej
w cukrzycy [62,84]. Jedynie pojedyncze dane odnosza sie
do powiktari makroangiopatycznych. Wykazano, iz roz-
wéj zmian miazdzycowych jest zwigzany z hipometyla-
cja DNA komdrek mie$ni gtadkich tetnic (smooth muscle
cells; SMC), ktérych migracja i proliferacja jest podsta-
wowym czynnikiem sprawczym zmian miazdzycowych.
Hipometylacja DNA byta obecna zaréwno we wczesnym
jak i zaawansowanym stadium miazdzycy w komérkach
SMC tetnic, natomiast nie zaobserwowano tego typu
zmian w komdrkach krwi. Ekspresja DNMT1 byla istot-
nie zmniejszona w plytce miazdzycowej w stosunku do
kontroli [35].

MoDYFIKACJE EPIGENETYCZNE HISTONOW

Modyfikacje epigenetyczne histonéw sg ztozone i moga
obejmowac¢ acetylacje, metylacje (jedno-, dwu- lub tréj-
czasteczkowa), fosforylacje, ubikwitynacje lub koniuga-
cje z czasteczkami SUMO (small ubiquitin-likemodifier),
tzw. sumoilacje. Polegaja na przyltaczaniu do czaste-
czek histonéw odpowiednio grup: acetylowych, mety-
lowych, fosforanowych, ubikwityny lub biatka SUMO.
Histony sg biatkami zasadowymi, ktére wraz z DNA two-
rzg strukture chromatyny. Jej podstawowa jednostka
strukturalng jest nukleosom sktadajacy sie z rdzenia
biatkowego, zbudowanego wtasnie z histonéw oraz
nawinietej na niego nici DNA (odcinki o dtugo$ci 146 par
zasad). Rdzen (o ksztalcie walca) jest oktamerem sktada-
jacym sie z o$miu czasteczek histonéw (po dwa histony
typu H2A, H2B, H3 i H4). Oprdcz histonéw rdzenia nukle-
onom tworzy takze histon tacznikowy H1, ktéry stabili-
zuje ni¢ DNA na oktamerze oraz uczestniczy w dalszej
kondensacji chromatyny. Miejscami, w ktérych docho-
dzi do modyfikacji epigenetycznych histonéw, sa naj-
czedciej odcinki potozone na N-koricach ich czasteczek
(okreslane jako ogony histondw - przestrzennie wystaja
poza oktamer). Najwieksza podatnoscia i réznorodnoscia
w stosunku do przytaczanych czasteczek i grup chemicz-
nych sposréd aminokwaséw biatek histonowych charak-
teryzuja sie reszty lizyn, w nastepnej kolejnosci arginin,
a potem seryn i treonin. Reakcje te sa katalizowane przez
odpowiednie enzymy i moga by¢ réwniez odwracalne
(w wyniku dziatania odpowiednich enzyméw przeciw-
stawnych). Potranslacyjne modyfikacje histonéw regu-
lujg ekspresje gendéw na trzy sposoby, a najwazniejszym
jest zmiana struktury i konformacji chromatyny, ktéra
moduluje dostepno$é loci genowych w transkrypcji,
a po$rednio moze réwniez wpltywaé na metylacje dwu-
nukleotydéw CpG w DNA. Drugim jest rola sygnatowa
(udziat i modulacja biochemicznej kaskady sygnaliza-
cji wewnatrzkomdrkowej), a trzecim modulacja ekspre-
sji gendéw wptywajgcych na funkcje komérek w wyniku
dzialania réznych czynnikéw $rodowiskowych, jak np.
hiperglikemia w cukrzycy [19,20,36].

Najczestszym rodzajem modyfikacji, ktérym podlegaja
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histony jest acetylacja zachodzgca z udziatem acetylo-
transferaz histonowych (histone acetylotransferases;
HATs), powodujaca rozluznienie struktury chromatyny.
Ponadto HATs moga wchodzi¢ w interakcje z wieloma
czynnikami transkrypcyjnymi uczestniczgc réwniez
w integracji wielu kaskad sygnatowych. Donorem grup
acetylowych jest acetylo-CoA. Proces odwrotny jest
prowadzony przez deacetylaze histonowa (histone
deacetylase; HDAC), ktéra usuwa grupy acetylowe
z lizyny/argininy powodujac kondensacje chromatyny
i wyciszenie ekspresji genu. Istnieje kilka klas tego
enzymu ulegajagcych ekspresji swoistej tkankowo. Acety-
lacji przypisywany jest udziat w aktywacji transkrypcji,
wyciszaniu telomerdéw i naprawie DNA. Drugi z proceséw,
metylacja histonéw jest prowadzona przez metylotrans-
ferazy histonéw (histone methyltransferases; HMTs),
a proces odwrotny przez demetylazy histonéw (histone
demethyltransferases; HDMTs). Metylotransferazy argi-
niny/lizyny nalezg do trzech podstawowych grup biatek,
sg to: metylotransferazy argininowe, metylotransferazy
zawierajgce tzw. domene SET i metylotransferazy nieza-
wierajacej tej domeny (tzw. NON-SET). Metylacja reszt
argininy i lizyny w biatkach histonowych moze by¢ zwia-
zana z aktywacja jak i z represja transkrypcji, przy czym
ten ostatni proces przewaza. Metylacja argininy powo-
duje tylko aktywacje ekspresji, natomiast metylacja
lizyny moze powodowaé zaréwno aktywacje jak i repre-
sje transkrypcji. Najwieksze znaczenie dla aktywacji ma
metylacja lizyn histonu 3 (H3Lys4, H3Lys36, H3Lys79),
a dla represji zaréwno metylacja tego histonu (H3Lys9,
H3Lys27), jak i histonu 4 (H4Lys20). Inny proces - fos-
forylacja histonéw jest prowadzona przez fosforylazy,
areakcje przeciwstawne przez defosforylazy i jest zwia-
zany z aktywacja transkrypcji, naprawa DNA i udziatem
w mitozie. Intensywno$¢ fosforylacji jest zazwyczaj sko-
relowana z cyklem komérkowym - najwieksza wtasnie
podczas mitozy (przytaczanie 6-25 reszt fosforanowych
do jednej czasteczki biatka histonowego). Najlepiej scha-
rakteryzowanym miejscem fosforylacji jest seryna 10
histonu 3 (H3510). Ubikwitynylacja, podobnie jak koniu-
gacja z czasteczkami SUMO, sg stosunkowo najstabiej
poznanymi modyfikacjami potranslacyjnymi histonéw.
Polegaja na przytaczeniu wigzaniem kowalencyjnym
odpowiednio: czgsteczki ubikwityny (mate globularne
biatko zbudowane z 76 aminokwaséw) lub pokrewnej,
tzw. ubikwitynopodobnej czasteczki SUMO. Ubikwity-
nylacji ulegaja lizyny na C-koricach histonu H2A i H2B,
a sumoilacji podlega histon H4. Modyfikacjom tym
przypisywany jest przeciwstawny efekt: ubikwityna-
cja aktywuje transkrypcje, sumoilacja wycisza. Zwraca
sie réwniez uwage na ADP-rybozylacje biatek histono-
wych jako prawdopodobnego czynnika w mechanizmie
modyfikacji epigenetycznych aktywujacego transkryp-
cje [6,20,41,55].

Modyfikacje biatek histonowych sa bardziej ztozone
niz metylacja DNA poniewaz wigzg sie z wieksza liczbg
mozliwych modyfikacji potranslacyjnych histonéw,
ktére zaleza nie tylko od rodzaju modyfikacji, ale takze
od miejsca wystapienia takiej modyfikacji na biatku

histonowym oraz przytaczaniu réznej liczby i réznych
dodatkowych czasteczek lub grup funkcyjnych. Daje to
ogromna liczbe mozliwych , kombinacji” wptywajacych
na strukture chromatyny i ekspresje genéw, co wywo-
tuje réznorodne skutki, a potencjat i wazno$¢ tego zja-
wiska odzwierciedla, stosowane coraz czesciej pojecie
kodu histonowego (histonecode) i sprzegania histonéw
(histone cross-talk) [36,43].

MODYFIKACJE EPIGENETYCZNE HISTONOW W CUKRZYCY

Dane odnoszace sie do zmian epigenetycznych induko-
wanych hiperglikemig w obrebie histonéw w zwigzku
z patogeneza cukrzycy i jej powiktan, wraz z postepem
wiedzy i badan, sa coraz liczniejsze, ale tez coraz bar-
dziej ztozone, ze wzgledu na mozliwo$¢ réznorodnych
ich kombinacji, odkrywania wciaz nowych zaleznosci
i rozwoju nowych technik badawczych. Uwaza sie, ze
najwieksze znaczenie, w etiopatogenezie cukrzycy i jej
powiktari, prawdopodobnie ze wzgledu na najczestsze
wystepowanie, ma metylacja bialek histonowych oraz
acetylacja. Wskazuje sie, iz w przyszto$ci, wtasnie dzieki
rutynowemu wdrozeniu nowych technik badawczych,
np. rozwijajacej sie wcigz metody immunoprecypitacji
chromatyny (chromatin immunoprecipitation sequen-
cing; ChP), ocena stopnia metylacji (zwlaszcza argininy
i lizyny) biatek histonowych bedzie mogta by¢ zastoso-
wana nie tylko w celu odzwierciedlania stopnia mody-
fikacji epigenetycznych w cukrzycy, ale tez stanie sie
prawdopodobnie markerem tych modyfikacji. Przetozy
sie to na ich wykorzystanie, jako wczesnego i wiarygod-
nego parametru prognostycznego i/lub diagnostycz-
nego powiktari cukrzycowych [19,24,55].

Najwiecej danych o roli modyfikacji epigenetycznych
w przetrwatych zaburzeniach biochemicznych i klinicz-
nych cukrzycy dotyczy metylacji biatek histonowych.
W badaniach prowadzonych na réznych komérkach
(komérki $rédbtonka, wyizolowane monocyty) zaobser-
wowano, ze na zwiekszone stezenie glukozy szczegdlnie
podatna jest domena SET7 metylotransferazy. Przewle-
kta hiperglikemia aktywujac enzym, nasilata metylacje
H3Lys4 i zmiany ekspresji gendw w testowanych komér-
kach. Szczegdlnie istotna jest aktywacja podjednostki
p65 promotora genu jadrowego czynnika transkrypcyj-
nego kappa B, co wigze sie z pobudzeniem wewnatrz-
komérkowej kaskady sygnalizacyjnej i indukowania
zaleznej od NF-kB syntezy cytokin prozapalnych m.in.
czynnika martwicy nowotworu a (tumor necrosis fac-
tor alpha; TNF-a) i interleukiny 1f (interleukin 1 beta;
IL-1f) w tych komérkach. Ponadto wywotywata prze-
trwala epigenetycznie ekspresje MPC-1 (monocyte che-
moattractant protein 1) i VCAM-1 (vascular cel adhesion
molecule 1). W warunkach hiperglikemii w monocytach
i komdrkach $rédbtonka nasilona metylacja aktywowata
nie tylko szlaki prozapalne i nasilata stan zapalny, wspdt-
odpowiedzialny za rozwéj zaburzeti cukrzycowych, ale
takze procesy miazdzycowe, zwigzane z makroangiopa-
tia cukrzycowa. Natomiast delecja genu SET7 lub SET9
powodowata wyciszenie tego szlaku i zapobiegata uszko-
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dzeniu $rédbtonka [9,24,53,61,64]. Paneni i wsp. [65] na
ludzkich komérkach $rédbtonka aorty (human aortic
endothelial cells; HAECs) stwierdzili aktywacje mito-
chondrialnego biatka p66 (Shc) przez izoforme BIIPKC
w wyniku ekspozycji na wysokie stezenie glukozy, nawet
po przywréceniu normoglikemii. Jako czynnik sprawczy
autorzy wskazuja hipometylacje CpG i niekontrolowana
aktywacje histonu 3 przez acetylacje histonu 5 oraz fos-
forylacje treoniny (Thr-495) genu endotelialnej syntazy
tlenku azotu. U myszy z indukowana cukrzycg typu 1
takze potwierdzono wazna role metylacji (H3K4me1)
czynnika NF-kB, a zwlaszcza jednego z biatek tej rodziny
- RelA, oraz trimetylacji (H3K4me3) Serpiny 1 w indu-
kowaniu zaburzeri §rédbtonka [81]. W izolowanych kar-
diomiocytach narazonych na wysokie stezenie glukozy
proces trimetylacji H3K9me3 promotora IL-6 przez
histonowa H3 metylotransferaze lizyny (Suv39h1) byt
odwrdcony i nie ulegal normalizacji po zmianie srodowi-
ska hodowli na warunki normoglikemii, co odpowiada za
nasilanie zaburzen sercowo-naczyniowych w cukrzycy
[92].

Badania in vitro (izolowane komérki $rédbtonka tetnic)
oraz in vivo (myszy) potwierdzity, ze przewlekta hiper-
glikemia jest czynnikiem indukujacym modyfikacje epi-
genetyczne histondw (przede wszystkim przez wplyw na
aktywno$¢ SET7 i metylacje histonéw H3K4 jadrowego
czynnika transkrypcyjnego kappa B, ale wykluczyty
metylacje H3K9), a zmiany utrzymywaly si¢ niezaleznie
od stezenia hemoglobiny glikowanej (okresy normogli-
kemii poprzedzone hiperglikemia). Jako gtéwny czynnik
modyfikacji epigenetycznych, oprécz hiperglikemii per
se, wskazano réwniez na reaktywne intermediaty prze-
mian glukozy - metyloglikosal oraz nadmierng genera-
cje rodnikéw tlenowych w mitochondrialnym taricuchu
transportu elektronéw. Wykazano ponadto, ze domena
SET7 metylotransferazy moze regulowaé zmiany chro-
matyny i ekspresje genéw indukowane glikemia nie tylko
w sposéb zalezny od metylacji H3K4m1, ale réwniez
w sposéb niezalezny. Obserwacje te potwierdzaja istotng
role modyfikacji epigenetycznych metylaz w dysfunkeji
$rédblonka i rozwoju naczyniowych powiktan cukrzycy
oraz wskazuja na metylotransferazy, a zwlaszcza SET7,
jako potencjalny cel przysztych dziatan terapeutycznych
[9,24].

Przytoczone wyniki badan wskazuja na gtéwna role
domeny SET7 metylotransferaz w epigenetycznym
mechanizmie modyfikacji histonéw do powstawania
i przetrwania zaburzen indukowanych hiperglikemia
oraz rozwoju powiktan naczyniowych cukrzycy. Nalezy
zwrdcié réwniez uwage, iz SET7/9 uczestniczy takze
w metylacji innych, niehistonowych biatek (m.in. biatka
P53, p65 czy ERa) wptywajac na intensywno$¢ i przebieg
odczynu immunologicznego i reakcji zapalnej. Ponadto
jako nowy mechanizm epigenetyczny regulacji gendw
wskazuje sie metylacje DNMT1 przez ST7/9, co moze
prowadzi¢ do regulowanej przez proteasom degrada-
cji biatek, a ,,zabezpieczeniem” jest swoista demetylaza
lizynowa 1A (lysine specific histone demethylase 1A;

LSD1A) odwracajgca indukowane hiperglikemia zmiany
(demetylacja lizyn H3Lys4 i H3Lys9). Réwnowaga miedzy
SET7/9 i LSD1A jest waznym mechanizmem regulato-
rowym modyfikacji epigenetycznych w komérkach.
Ponadto wykazano zalezno$é miedzy monometylacja
DNMT1 Lys142 przez SET7 i fosforylacja DNMT1 Ser143
przez kinaze AKT1 (serine/threonine-protein kinase1).
Modyfikacje te wptywaly na siebie wzajemnie - fosfo-
rylacja Ser143 zaktdcata monometylacje Lys142 i byta
bardziej trwata, ale sprzeganie histonéw wptywato
na komérkowy poziom DNMT1, co przektadato sie na
pobudzenie lub wyciszenie szlakéw wewnatrzkomérko-
wych w warunkach przewlektej lub ostrej hiperglikemii
[9,25,71].

Niezwykle istotny, oprécz przedstawionych wyzej szla-
kéw modyfikacji epigenetycznych, jest réwniez ich bez-
posredni wplyw na ekspresje genéw odpowiedzialnych
za stymulowane glukozg wydzielanie insuliny z komdé-
rek beta trzustki (geny Insl, Ins2, Slc2a2). W bada-
niach na myszach wykazano, iz wyciszenie genu SET7/9
(knock-out) powoduje obnizenie stopnia dimetyla-
cji H3Lys4mz2, co zmienia ich ekspresje, wptywajac na
komérkowy wyrzut insuliny. Ze stwierdzonych obserwa-
cji wynika istotna rola proceséw metylacji, ktére w tym
przypadku sg niezbedne do prawidtowego funkcjono-
wania komérek beta, przede wszystkim transportera
GLUT2 kodowanego przez Slc2a2 i normalizacji glike-
mii. Ich zaburzenie, zwlaszcza przez hamowanie aktyw-
noéci SET7/9, powoduje defekt wydzielania insuliny
z komdrek beta trzustki w wyniku stymulowanego glu-
kozg wzrostu stezenia wewnatrzkomdrkowego wapnia,
nasilajac wtérnie hiperglikemie. Ponadto regulowata
ekspresje indukowalnej izoformy cyklooksygenazy (cyc-
looxygenase-2; COX-2) przez metylacje H3Lys4 w tych
komérkach. Wykazano réwniez jej udziat w regulacji
aktywnosci czynnika transkrypcyjnego swoistego dla
trzustki i komdrek B (pancreatic and duodenal homeo
box1; Pdx1) i utrzymaniu funkcji komdrek beta przez
regulacje metylacji (Lys131, ale nie Lys123) tego czyn-
nika [17,29,59].

Udziatl modyfikacji epigenetycznych w rozwoju zabu-
rzef biochemicznych i klinicznych cukrzycy jest wiec
bezsporny, a niedawne badania wskazuja szczegélnie
istotng role metylacji chromatyny w efekcie pamieci
metabolicznej i rozwoju retinopatii cukrzycowej. Lacza
sie takze z nabierajacymi ostatnio coraz wiekszego zna-
czenia, modyfikacjami z udzialem mikroRNA. Wiadomo,
iz w cukrzycy mitochondria sg Zrédtem zwiekszonej
generacji wolnych rodnikéw tlenowych, a mechanizmy
antyoksydacyjne sg ostabione. W badaniach siatkéwki
szczuréw z indukowana cukrzycg wykazano istotna role
metylacji histonéw genu Sod2 kodujacego mitochon-
drialng dysmutaze ponadtlenkowag manganozalezng
(Manganese Super Oxide Dismutase; MnSOD), a zmiany
byty trwate, mimo nastepowego okresu dobrego wyrdw-
nania glikemii. Hiperglikemia zmniejszata mono- i dime-
tylacje H3K4, a zwiekszata wigzanie LSD1 i Sp1 do Sod2.
Regulacja LSD1 przez LSD1-siRNA ostabiata indukowany
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glukoza wzrost metylacji H3K4 Sod2 i zapobiegata spad-
kowi ekspresji tego genu. Obserwacje potwierdzity sie
réwniez u ludzi z retinopatig cukrzycowa, a enzymy
wazne w metylacji histonéw w siatkéwce oka moga sie
sta¢ potencjalnym celem dziatan terapeutycznych do
zahamowania rozwoju tego powiktania. Zaobserwowano
réwniez zmiany epigenetyczne czynnika transkrypcyj-
nego Nrf2 (nuclear factor-2), niezaleznie od powrotu do
normoglikemii. Wiazato sie to z ostabieniem systemu
obrony antyoksydacyjnej w uktadzie Nrf2-Gclc-GSH
przez sekwencje ARE (sktadowa odpowiedzi antyoksy-
dacyjnej) i przetrwate nasilenie wytwarzania reaktyw-
nych form tlenu. Nrf2 reguluje ekspresje Gclc - enzymu
uczestniczacego w biosyntezie GSH. W cukrzycy wig-
zanie Nrf2 do ARE jest ostabione, a zaburzenie to jest
wiasnie poglebiane przez modyfikacje epigenetyczne
(zwiekszenie H3K4me2 w Gclc-ARE4, zmniejszenie
H3K4me3 i H3K4me1). Wykazano réwniez udziat modyfi-
kacji epigenetycznych genu metaloproteinazy 9 (metal-
loproteinase-9; MMP-9) i mikroRNA odpowiedzialnego
za nadmierna transkrypcje VEDF w rozwoju retinopatii
cukrzycowej [50,63,94].

Drugim mechanizmem modyfikacji epigenetycz-
nych biatek histonowych rozpatrywanym w zwigzku
z przetrwalym rozwojem powiktan cukrzycowych jest
acetylacja. W tego typu modyfikacji, w warunkach
hiperglikemii, przewazaja procesy aktywacji ekspre-
sji acetylowanych biatek histonowych. Wykazano nad-
mierng acetylacje lizyn histonéw H3 (pozycja: Lys9,
Lys14, Lys18, Lys56) oraz H4 (pozycja: Lys5, Lys8, Lys14
i Lys16) w monocytach wyizolowanych od chorych na
cukrzyce, zaréwno typu 1 i 2. Hiperacetylacja w tych
obszarach, przez wptyw na NF-xB , indukowata eks-
presje gendw cytokin prozapalnych TNF-a i COX2. Ten
sam zespdl, w oparciu o dane z badati DCTT i EDIC, oce-
nit profil acetylacji H3 Lys9 (H3K9Ac), metylacji H3
Lys44 (H3K4Me3) i H3K9Me2 w monocytach i limfocy-
tach pochodzacych od 30 chorych leczonych konwen-
cjonalnie, ze stwierdzonym rozwojem retinopatii lub
nefropatii w ciagu 10 lat obserwacji oraz od 30 chorych
poddanych intensywnemu leczeniu hipoglikemicznemu
i bez tych powiktan. Wykazano istotnie zwiekszong ace-
tylacje H3K9Ac regionu promotorowego w monocy-
tach od chorych poddanych jedynie konwencjonalnemu
leczeniu, zwigzana z poziomem hemoglobiny glikowa-
nej. Spowodowato to aktywacje ponad 15 genéw zwia-
zanych z rozwojem powiktari cukrzycowych zalezng od
NF-kB aktywacji szlaku reakcji zapalnych, co jest kolej-
nym potwierdzeniem roli modyfikacji epigenetycznych
i zjawiska pamieci metabolicznej w cukrzycy [60,93].
Chen i wsp. [13], inkubujac komdrki §rédbtonka ludz-
kiego (linia HUVEC) z wysokim stezeniem glukozy (25
mmol/l) w medium hodowlanym, zaobserwowali zwiek-
szony poziom biatka p300 (transkrypcyjny koaktywa-
tor o aktywno$ci transferazy acetylowej histonéw), co
powodowato aktywacje promotora genéw endoteliny 1
i fibronektyny (zwiekszona acetylacja), odpowiedzial-
nych za lokalna reakcje zapalng w srédbtonku naczyn.
Ponadto zaobserwowali zwiekszona fosforylacje histonu

H2AX i ekspresje mRNA, czynnikéw wazoaktywnych
i biatek macierzy zewnatrzkomérkowej; intensywno$é
reakcji zalezata od stezenia glukozy. Autorzy wskazuja,
iz jest to jeden z mechanizméw rozwoju powiktan naczy-
niowych cukrzycy o epigenetycznym podtozu zapalnym
i moze by¢ kolejnym, potencjalnym celem dziatati tera-
peutycznych w zapobieganiu powiktan naczyniowych
cukrzycy.

Inne badania wskazuja réwniez na udziat i znaczenie
deacetylacji w rozwoju cukrzycy. Haberland i wsp. [37]
w oparciu o wyniki analizy ludzkiego genomu (Genom
Wide-Association Study; GWA), ktére to badania iden-
tyfikuja czynniki ryzyka powszechnie wystepujacych
choréb cywilizacyjnych, m.in. cukrzycy, wykazali zwig-
zek okre$lonych loci na chromosomach (regiony 6q21
i 19q13) z rozwojem choroby, gdyz w regionach tych
jest zakodowany wtasnie gen deacetylazy histondw -
HDAC2 oraz gen Sirtuiny 2 (silent information regulator
2; Sir2), nalezacej do rodziny deacetylaz histonowych,
a proces deacetylacji taczy sie z wyciszaniem ekspresji
genéw i réznicowaniem komdrek. Waznym aspektem
przysztych badan sa sirtuiny, okreslane jako tzw. ,geny
dtugowiecznosci” (zaréwno w cukrzycy jak i w popula-
cji ogdlnej) - wskazuje sie na mozliwo$¢é modyfikacji ich
aktywno$ci, jako poszukiwanie nowego szlaku dziatania
dla lekéw przeciwcukrzycowych [19].

Jak wspomniano wczesniej, tylko pojedyncze dane
odnoszg sie do roli modyfikacji fosforylacyjnych w epi-
genetycznej hipotezie rozwoju cukrzycy i jej powiktan.
Jedynie Chen i wsp. [13] wykazali fosforylacje Ser-10
histonu H2, ktéra zachodzi podczas aktywacji kaskady
kinaz MAPK (mitogen-activated protein kinase) uczest-
niczgcych w aktywacji wielu szlakéw przekaznictwa
wewnatrzkomdrkowego, m.in. w aktywacji odpowiedzi
immunologicznej oraz reakcjach procesu zapalnego.
Natomiast coraz wiecej badat wskazuje na role nie-
kodujacego RNA (non-coding RNA; ncRNA) w prze-
trwatych modyfikacjach epigenetycznych w cukrzycy.
Mechanizm epigenetycznej regulacji ekspresji gendw
(modyfikacje epigenetyczne w obrebie ncRNA), opi-
sano dopiero pod koniec dwudziestego wieku. Do nie-
kodujgcego RNA zalicza sie m.in. mikroRNA (miRNA),
tRNA, rRNA i krétkie nukleolarne RNA (small nucleolar
RNA; snoRNA). Oddzialtujg rozpoznajac swoiste miejsca
badZ sekwencje w DNA, RNA, kompleksach DNA z RNA,
a takze przez interakcje z biatkami wigzacymi RNA
(RNA-binding proteins; RBP). Cze$¢ ncRNA aktywuje
geny biatek regulatorowych wptywajacych na strukture
chromatyny, np. biatko HP1 (heterochromatin protein
1). Najlepiej poznanym mikroRNA i cieszacym sie naj-
wiekszym zainteresowaniem badaczy w ostatnich latach
jest siRNA (small interfering RNA). Fragmenty nieko-
dujgcego RNA sg aktywnie transkrybowane z obu nici
DNA i odgrywajg istotna role w licznych procesach fizjo-
logicznych i patologicznych, takich jak: réznicowanie
komérek macierzystych uktadu krwiotwérczego, apop-
toza, regulacja metabolizmu ksenobiotykéw, odporno$é
i stany zapalne, infekcje wirusowe i bakteryjne, cho-
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roby nowotworowe, neurologiczne, a takze cukrzyca
[15,20,36,56]. W cukrzycy zaobserwowano, ze w lim-
focytach wystepuje zwiekszona ekspresja miRNA-326,
co jest zwigzane ze zwiekszong $miertelno$cig komdé-
rek beta trzustki i rozwojem zaburzer cukrzycowych.
Zmiany w ekspresji miR-29 wigzaly sie z rozwojem insu-
linoopornosci, miR-146B ze zwiekszona apoptozg komd-
rek beta wysp trzustkowych, a miR-124a uczestniczyly
w procesie egzocytozy insuliny. Zmiany miRNA wyste-
powaty nie tylko w komérkach trzustki, ale takze w adi-
pocytach, hepatocytach i kardiomiocytach, co wskazuje
na ich istotna role w wieloptaszczyznowych zaburze-
niach metabolicznych cukrzycy i choréb jej towarzysza-
cych. Ponadto zaobserwowano wyciszenie genu SET7/9
w oddziatywaniu matych interferujacych RNA w mono-
cytach, co znaczaco hamowato indukowanie genu pro-

zapalnego czynnika TNF-a i metylacje Lys-4 histonu H3
jego promotora oraz adhezje monocytéw do komédrek
$rédblonka lub komdrek miesni gtadkich, wptywajac na
ostabienie i opéZnienie rozwoju powiktan naczyniowych
cukrzycy. Wyciszanie monocytarnych genéw SET7/9
za pomocg siRNA wyraznie wptyneto na zahamowanie
gendw prozapalnych indukowanych TNF-a, na metylacje
histonu H3-lizyna 4 wystepujacych na promotorach tych
gendw jak i na proces adhezji monocytéw do komdérek
endotelium lub mie$ni gtadkich. Inne badania wykazaty
indukowany hiperglikemia regulatorowy udziat miR-
146 w syntezie biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej,
a takze miR-98 w komdrkach $rédbtonka, co w istotny
sposéb wptywa zaréwno na rozwdj mikro- jak i makro-
angiopatii cukrzycowych [26,33,52,53,55]. Najnowsze
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badania przeprowadzone u transgenicznych myszy
z cukrzyca wskazaty na istotna role nadekspresji miR-
-483-3p w nasilaniu apoptozy kardiomiocytéw i rozwoju
powiktan sercowo-naczyniowych przez ttumienie eks-
presji insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (insulin
growth factor 1; IGF1). Autorzy wskazujg, iz moze to by¢
istotny szlak sygnalizacyjny indukowany hiperglikemia
oraz potencjalny cel dziatan terapeutycznych w zapo-
bieganiu rozwojowi makroangiopatii cukrzycowych
[73]. Waznym elementem modyfikacji epigenetycznych,
dotyczacym pamieci metabolicznej i rozwoju powiktan
naczyniowych cukrzycy uznano niedawno poli(ADP)-
-rybozylacje. Badania wskazuja na nasilanie stresu oksy-
dacyjnego i uszkadzanie biatek mitochondrialnych przez
ADP-rybozylacje dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego (GAPDH), gtéwnego enzymu glikolizy, z udzia-
tem polimerazy poli(ADP)-rybozy (PARP), ktéra jest
aktywowana w wyniku pojawiania sie uszkodzeri DNA
przez reaktywne formy tlenu, nasilajac mechanizm bted-
nego kota tych zaburzen [10]. Na ryc. 3 przedstawiono
ogdblny schemat gtéwnych szlakéw modyfikacji epigene-
tycznych histonéw zachodzacych w warunkach hipergli-
kemii zwigzanych z rozwojem powiktan cukrzycowych.

PobsumowaNiE

Z przedstawionych danych wynika, iz modyfikacje epi-
genetyczne to istotny, dotychczas niezbyt doktadnie

PismiennicTwo

poznany, ale coraz bardziej doceniany element w pato-
mechanizmie cukrzycy i patogenezie jej péZnych powi-
ktan naczyniowych uczestniczacy w tzw. zjawisku
pamieci metabolicznej. Obecnie mozna juz z pewnoscia
stwierdzi¢, iz jest to niezwykle wazne ogniwo taczace
rozwéj réznych choréb, nie tylko cukrzycy, ale réw-
niez choroby nowotworowe czy neurodegeneracyjne,
z predyspozycjami genetycznymi i czynnikami §rodowi-
skowymi. Przedstawione dane pozwalaja na zrozumie-
nie mechanizmu przetrwatej zmiany ekspresji genéw
(zmiany epigenetyczne materiatu jadrowego na réznych
poziomach) indukowanych hiperglikemia, mimo osia-
gania zadowalajacych celéw terapeutycznych (warunki
normoglikemii). Wskazuja na ich wazno$é w przebiegu
choroby, ale takze na potencjalng role pewnych mody-
fikowanych epigenetycznie sktadowych chromatyny
w diagnostyce i leczeniu chorych na cukrzyce. Doko-
nujacy sie rozwéj nowoczesnych technik badawczych
pozwoli w przysztosci nie tylko na identyfikacje i ilo-
$ciowe oszacowanie stopnia okreslonych modyfikacji
epigenetycznych, ich zastosowanie w diagnozowaniu
i/lub prognozowaniu towarzyszacych cukrzycy zabu-
rzen biochemicznych i klinicznych, ale takze stana sie
prawdopodobnie nowym celem dziatati terapeutycznych
w cukrzycy .
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