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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Cukrzyca jest choroba metaboliczng dotyczaca prawie 347 milionéw ludzi na $wiecie. Do najgrozniej-
szych nastepstw naleza jej przewlekle powiktania: retinopatia, nefropatia oraz neuropatia. Wyniki
najnowszych badan wskazuja na istotny udziat epigenetycznej regulacji gendéw w rozwoju przewle-
ktych powiktati cukrzycowych. Pod wptywem hiperglikemii zaburzeniu ulega aktywnos$¢ enzyméw
biorgcych udziat w potranslacyjnej modyfikacji histonéw (post-translational histone modifications,
PTHMs) oraz metylacji DNA. Prowadzi to do modyfikacji struktury chromatyny, zmienia sie ekspresja
wielu genéw zaangazowanych m.in. w inicjowanie przewleklego procesu zapalnego, takich jak NF-KAP-
PAB (gen transkrypcyjnego czynnika jadrowego kappa B), TNFa (gen czynnika martwicy nowotworu),
1L6 (gen interleukiny 6) czy MCP1 (gen biatka chemotaktycznego dla monocytéw). Nasila to uszko-
dzenie komdrek srédblonka, najwazniejszego wyktadnika przewlektych powiktart cukrzycowych.
Ponadto epigenetyczne modyfikacje struktury chromatyny pozwalajg wyjasni¢ zjawisko “pamieci
metabolicznej”, czyli obecnosci patologicznych $ciezek metabolicznych wynikajacych z wezesniej-
szych epizodéw hiperglikemii, mimo p6Zniejszego, $cistego wyréwnania metabolicznego cukrzycy.

epigenetyka - pamiec¢ metaboliczna - pézne powiktania cukrzycowe
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Summary

Diabetes is a chronic, metabolic disease. Over 347 million people worldwide have diabetes.
Chronic complications (retinopathy, nephropathy or neuropathy) are the major dangerous
outcome of this disease. Recent studies indicate a significant role of epigenetic regulation in the
development of chronic complications in patients with diabetes. Hyperglycemia could cause
abnormal regulation of the activity of enzymes participating in the post-translational histone
modifications (PTHMs) and initiation of changes in patterns of DNA methylation. It leads to
modification of chromatin structure. These epigenetic abnormalities result in changes in the
expression of genes involved in development of chronic inflammation, such as NF-KAPPAB
(nuclear factor kappaB gene), TNFa (tumor necrosis factor o gene), IL6 (interleukin 6 gene) or
MCP1 (monocyte chemoattractant protein 1 gene). It enhances endothelial cell dysfunction,
which plays an important role in development of chronic, diabetic complications. In addition,
caused by hyperglycemia epigenetic modifications changes in structure of chromatin expla-
ins “metabolic memory”, a phenomenon of presence of pathological pathways related to the
prolonged hyperglycemia in the past, despite maintaining good metabolic control later on.

epigenetic - metabolic memory - chronic complications associated with diabetes
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DHATs - deacetylazy histonéw (histone deacetylases); DM2 - cukrzyca typu 2 (type 2 diabetes);
HATs - acetylazy histonow (histone acetylases); HMTs — metylotransferazy histonéw (histone
methylotransferase); IL6 — gen interleukiny 6 (interleukin 6 gene); K - lizyna; M1 - cukrzyca typu
1 (type 1 diabetes); MCP1 - gen biatka chemotaktycznego dla monocytéw (monocyte chemoat-
tractant protein 1 gene); NF-KAPPAB - gen transkrypcyjnego czynnika jadrowego kappa B (nuclear
factor kappa B); POLG1 - polimeraza gamma 1 (polymerase gamma 1); PTHMs - postranslacyjna
modyfikacji histonéw (post-translational histone modifications); S - seryna; T - treonina; TNFa -
gen czynnika martwicy nowotworu alpha (tumor necrosis factor alpha)

Wsrep

Cukrzyca jest chorobg metaboliczng spowodowang nie-
wlasciwym dziataniem insuliny (cukrzyca typu 2, DM2)
lub catkowitym brakiem tego hormonu (cukrzyca typu
1, DM1) [20,22]. Obecnie chorobe rozpoznano prawie
u 347 milionéw ludzi na $wiecie [5]. NajgroZniejszymi
nastepstwami sg jej przewlekte powiktania, takie jak:
retinopatia, nefropatia czy neuropatia, ktére moga spo-
wodowa¢ utrate wzroku, rozwéj schytkowej niewydol-
nosci nerek czy amputacje stép [11]. Istotne jest zatem
prowadzenie badan majacych na celu zapobieganie oraz
intensyfikacje leczenia tych powiktan. Najnowsze wyniki
badan wskazujg na istotny udziat epigenetycznej regula-
cji genéw w rozwoju przewlektych powiktan cukrzyco-
wych [21,23]. Coraz szersze grono naukowcéw zajmuje
sie tym zagadnieniem, aby jak najdoktadniej wyjasnié
i zrozumieé epigenetyczne mechanizmy prowadzace do
przewlektych wielonarzadowych zmian patologicznych
wynikajacych ze szkodliwego oddziatywania hipergli-
kemii. Wydaje sie, ze w przysztosci wyniki tych badan
moga zaowocowaé wprowadzeniem skutecznych terapii
majgcych na celu zahamowanie, a nawet zapobieganie
rozwojowi przewlektych powiktar u oséb chorych na
cukrzyce [28,29].

MODYFIKACJE STRUKTURY CHROMATYNY

Epigenetyka

Termin “epigenetyka” pierwszy raz zostat uzyty przez
C. H. Waddingtona w 1938 r., w celu wskazania gatezi
badari biologicznych zajmujacych sie zrozumieniem
pojawiania sie okre§lonych fenotypéw w wyniku
oddziatywan miedzy genami i produktami ich ekspre-
sji [24].

Obecnie termin ten dotyczy gtéwnie badan nad zmia-
nami w ekspresji genéw, ktére podlegaja dziedziczeniu
i nie sg zwiazane ze zmiang sekwencji DNA [9]. Ponadto,
epigenetyka zajmuje sie oddzialywaniem czynnikéw
$rodowiskowych na ekspresje gendw, czego skutkiem sa
réznice fenotypowe [11]. Jednym z mechanizmdéw epi-
genetycznych jest modyfikacja struktury chromatyny,
ktéra wynika z potranslacyjnej modyfikacji histondw
(post-translational histone modifications, PTHMs) oraz
metylacji nici DNA [4,26].

Chromatyna to struktura wystepujgca w jadrze komdr-
kowym, jest zbudowana z DNA, histonéw oraz biatek
niehistonowych [18]. Wyrdznia sie dwa rodzaje chroma-
tyny: aktywna genetycznie euchromatyne, ktéra wyka-
zuje stosunkowo luzng strukture oraz silnie upakowana,
nieaktywng transkrypcyjnie heterochromatyne. Na
upakowanie chromatyny wplywajg odziatywania mie-
dzy nicig DNA a histonami, ktére wynikaja z PTHMs oraz
metylacji DNA, zaleznych od specyficznych enzymdéw
(ryc. 1) [10].

PTHMs oraz metylowane regiony DNA w zalezno$ci od
panujgcych warunkéw ulegaja odwracalnym lub nie-
odwracalnym zmianom. Dlatego dynamiczne zmiany
struktury chromatyny pod wptywem bodzcéw $rodowi-
skowych sg najwazniejszym elementem kontroli ekspre-
sji gendw [4].

Potranslacyjna modyfikacja histonéw (PTHMs)

Histony ulegaja licznym modyfikacjom: acetylacji lizyny
(K), metylacji K, fosforylacji seryny (S) i treoniny (T)
czy ubikwitynacji K [14,19]. Zmienia to sity oddziatywa-
nia miedzy tymi biatkami a nicig DNA, a to zmienia sto-
pien upakowania chromatyny i przyspiesza lub hamuje
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euchromatyna

HATS

heterochromatyna

Ryc. 1. Struktura euchromatyny oraz heterochromatyny. Struktura euchromatyny jest zwiazana z nasilong acetylacja histondw oraz zmniejszona metylacja
cytozyny na nici DNA. Natomiast struktura heterochromatyny wynika ze zwiekszonej metylacji cytozyny oraz braku acetylacji histondw. Metylacja histonéw

moze nasila¢ kondensacje chromatyny lub rozluzniac jej strukture. Metylacja reszt lizynowych -4 i-36 na histonie 3 zwiazana jest z tworzeniem aktywnej
transkrypcyjnie euchromatyny, natomiast metylacja reszt lizynowych -9 i -27 tego samego histonu prowadzi do powstania heterochromatyny. Przeksztatcenie
euchromatyny w heterochromatyne i odwrotnie jest requlowane przez acetylazy (HATS, histone acetylases), metylotransferazy (HMTs, methyltransferases) oraz DNA
metylotransferazy (DNMTs, DNA methyltransfera). LuZna struktura euchromatyny umozliwia przytaczanie sie czynnikéw transkrypcyjnych (TFs, transcription factors)
oraz polimerazy RNA Il (POLII, polymerase RNA Il) niezbednych dla przeprowadzenia procesu transkrypji [3,16].

proces transkrypcji [4]. Proces acetylacji jest najcze$ciej
zwigzany z aktywacja transkrypcji, natomiast deacety-
lacja z jej wyciszeniem. Procesy te sg regulowane przez
acetylazy (histone acetylases, HATs) oraz deacetylazy
(histone deacetylases, DHATs) [18]. Proces metylacji
moze natomiast prowadzi¢ zaréwno do aktywacji, jak
i wyciszenia transkrypcji [19]. Za markery euchroma-
tyny sg uwazane H3K4mel, H3K4me2 oraz H3K4me3,
natomiast obecno$¢ mel, me2 czy me3 w H3K9, H3K27
$wiadczy o obecnosci heterochromatyny [16]. Proces
metylacji histonéw reguluja metylotransferazy (histone
methyltransferases, HMTs) [1].

Metylacja DNA

Metylacja DNA jest to proces kowalencyjnego przyta-
czania grup metylowych (-CH,) do zasad azotowych
nukleotyddéw, najczesciej cytozyny. Proces jest katali-
zowany przez DNA-metylotransferazy (methyltrans-
ferase, DNMT) [10]. Donorem grup metylowych jest
S-adenozylo-L-metionina (AdoMet), ktéra w wyniku tej
reakcji przeksztalca sie w S-adenozylo-L-homocysteine
(AdoHcy) [25]. Wzbr metylacji DNA jest cecha charakte-
rystyczng danego gatunku, tkanki, a nawet typu komérki

i ulega duzym zmianom w czasie rozwoju embrional-
nego [14]. Metylacja DNA jest typowa dla rejonéw boga-
tych w powtdérzenia cytozyna-guanina. Regiony te sg
nazywane ,wyspami dinukleotydéw cytozyna-guanina,
CpG”. Stopieni nasilenia metylacji jest zwigzany z wyci-
szeniem lub wzmocnieniem transkrypcji. Niski poziom
metylacji nasila ekspresje gendw, natomiast silna mety-
lacja rejonéw CpG wycisza proces [8]. Metylacja wysp
CpG regionéw promotorowych jest waznym czynnikiem
regulacji ekspresji genéw istotnych dla rozwoju osobni-
czego (dojrzewania/remodelingu tkanek) dojrzewania
plodu, ale réwniez starzenia sie organizmu [3].

UbziAt EPIGENETYCZNE) MODYFIKACJI STRUKTURY CHROMATYNY
W ROZWOJU PRZEWLEKEYCH POWIKEAN CUKRZYCOWYCH PTHMs
A ROZWOJ PRZEWLEKEYCH POWIKEAN CUKRZYCOWYCH

Najnowsze wyniki badan wskazuja, ze hiperglikemia
(zaréwno ostra, jak i przewlekta) zaburza prace enzy-
moéw regulujacych PTHMs, co zmienia ekspresje wielu
gendéw [23]. W badaniu przeprowadzonym na linii komé-
rek monocytarnych zaobserwowano, ze hiperglikemia
zwigksza aktywno$¢ HATs, a to koreluje ze zwiekszong ace-
tylacjg histonéw w rejonie promotorowym podjednostki
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p65 jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kappa B
(nuclear factor kappa B, Nf-kB), petnigcego istotna role
w procesach zapalnych [12]. W innym badaniu zaob-
serwowano, ze hiperglikemia aktywuje swoista HMT
- SET7 (histone-lysine N-methyltransferase), ktéra
metylujac H3Lys4, wywoluje state zmiany ekspresji
gendw bioragcych udzial w inicjowaniu procesu zapal-
nego w komérkach $rédbtonka i monocytach. Wyka-
zano, ze delecja tego enzymu hamuje ekspresje NF-kB
oraz zaleznych od tego czynnika transkrypcyjnego pro-
zapalnych cytokin, np. czynnika martwicy nowotworu
alpha (tumor necrosis factor o, TNF-a) czy interleu-
kiny 1 beta (IL-1p) [2].

Prowadzone na coraz szersza skale badania eksperymen-
talne, majace wyjasni¢ udziat czynnikéw epigenetycz-
nych w rozwoju przewlektych powiktati cukrzycowych,
wskazuja, ze modyfikacje chromatyny wywotane hiper-
glikemig moga by¢ nieodwracalne, co moze ttumaczy¢
istnienie tzw. ,,pamieci metabolicznej”, czyli przetrwa-
tej po stosunkowo krétkim okresie hiperglikemii zmian
ekspresji genéw/biatek decydujacych o powstaniu odle-
glych objawéw powiktan naczyniowych [6]. Wykazano,
ze inkubacja ludzkich kardiomiocytéw w warunkach
hiperglikemii obniza ilo§¢ swoistej HMT - Suv39h1,
regulujacej metylacje H3K9, co w konsekwencji zwiek-
sza ekspresje IL-6. Wynik nie zmienit sie po traktowaniu
kardiomiocytéw medium z prawidtowym stezeniem glu-
kozy po zakoriczeniu czesci eksperymentalnej z zastoso-
waniem duzych stezeri glukozy [28]. W innym badaniu
przeprowadzonym na komdrkach siatkéwki szczuréw
z cukrzyca wykazano, ze hiperglikemia zmniejsza steze-
nie H3K4mel na regionie enhancerowym genu sod2 oraz
zwieksza aktywno$¢ demetylazy LSD1 na promotorze
genu sod2. Wynik pozostal niezmienny nawet po trakto-
waniu tych komérek medium z prawidlowym stezeniem
glukozy [29].

Wplyw metylacji DNA na przewlekle powiktania
cukrzycowe

Wyniki badati epigenetycznych dotyczacych wptywu
hiperglikemii na metylacje DNA wskazuja, ze wysokie
stezenie glukozy prowadzi do istotnych zmian regio-
néw DNA ulegajacych metylacji, co moze by¢ zwia-
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zane z rozwojem przewlektych powiktan cukrzycowych
[17,21]. W badaniach przeprowadzonych na szczurach
z cukrzyca wywotana streptozotocyna wykazano zwia-
zek miedzy zmniejszong replikacja genéw mitochon-
drialnych a hipermetylacjg regionéw CpG w miejscu
regulatorowym genu polimerazy gamma 1 (polymerase
gamma 1, Polgl). Wyniki tego badania ponadto wyka-
zujg, ze zmiany epigenetyczne wywotane przez hipergli-
kemie sa nieodwracalne i powoduja powstanie zjawiska
,pamieci metabolicznej” [21]. Innym badaniem potwier-
dzajacym zwigzek miedzy zmianami nasilenia metylacji
catego genomu a hiperglikemia sa badania przeprowa-
dzone na otytych szczurach z DM2 [27]. Zwigzek miedzy
stopniem metylacji genomu oraz wystepowaniem péz-
nych powiktan cukrzycowych wykazano réwniez u ludzi.
W jednym z klinicznych eksperymentéw znaleziono réz-
nice miedzy metylacjg genéw zwiazanych ze $ciezkami
MAPK, Wnt oraz insuliny w prébkach mie$ni pobranych
od 0s6b z pozytywnym oraz negatywnym wywiadem
DM2 w rodzinie [17]. W innym eksperymencie prze-
prowadzonym na leukocytach pobranych od pacjentéw
z cukrzycg typu 1 znaleziono korelacje miedzy wyste-
powaniem hipermatylacji genu UNCI3B oraz rozwojem
nefropatii cukrzycowej [2]. Innych, ciekawych wnioskéw
dostarczyto badanie poziomu metylacji catego genomu
u pacjentéw z cukrzycg typu 2 z rozwinieta retinopatig
cukrzycowa. Znaleziona istotna korelacja miedzy nasi-
leniem metylacji catego genomu oraz klinicznym stop-
niem retinopatii wykazata istotny wptyw modyfikacji
epigenetycznych na rozwdj przewlektych powiktan
cukrzycowych [21].

PopsumowaNie

Znaczny postep w badaniach nad wywotanymi hipergli-
kemig zmianami epigenetycznymi materiatu jadrowego
komérek istotnie przyczynia sie do zrozumienia moleku-
larnych mechanizméw prowadzacych do rozwoju prze-
wlektych powiktan u pacjentéw z cukrzyca. Ponadto
pozwala na doktadniejsze wyjasnienie molekularnych
podstaw tzw. ,,pamieci metabolicznej” [7,15]. Jednak
petne zrozumienie wptywu modyfikacji epigenetycz-
nych na rozwdj przewlektych powiktari cukrzycowych
wymaga jeszcze wiele badani i zaangazowania grona
naukowcéw zajmujacych sie tym zagadnieniem.
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