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Znaczenie modyfikacji epigenetycznych
w modulacji odpowiedzi immunologicznej
typu T2 w rozwoju astmy i alergii

The role of epigenetic modifications in the modulation
of T2-type immune responses in the development of asthma and allergy
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Streszczenie

Czynniki Srodowiska zewnetrznego takie, jak stres, zanieczyszczenie po-
wietrza, dieta, wysitek fizyczny czy infekcje wywotuja zamiany epigene-
tyczne w komorkach organizmu cztowieka, w tym w komérkach uktadu
opornosciowego. Modyfikacje epigenetyczne w moga po czesci ttuma-
czy¢ zwiazek miedzy wzrostem czestosci wystepowania astmy i alergii,
obserwowanym na przestrzeni kilku ostatnich dekad, z dziataniem czyn-
nikéw Srodowiskowych na organizm cztowieka przez cate zycie - po-
czawszy od okresu ptodowego, a obejmujacych zanieczyszczenia i aler-
geny, diete oraz mikrobom. Celem niniejszej pracy jest analiza znaczenia
modyfikacji epigenetycznych w modulacji odpowiedzi immunologicznej
typu T2 w rozwoju astmy i alergii.

Stowa kluczowe: epigenetyka, alergia, astma, zapalenie alergiczne,
metylacja

Summary

Factors of the external environment, such as stress, air pollution, diet,
exercise or infections cause epigenetic changes in the cells of the hu-
man body, including the cells of the immune system. Epigenetic mo-
difications may partly explain the relationship between the increase in
the incidence of asthma and allergies observed over the past few deca-
des, and the effects of environmental factors on the human body thro-
ughout their lives - starting from the fetal period, including pollution
and allergens, diet and microbes. The aim of this study is to analyze the
importance of epigenetic modifications in the modulation of T2-type
immune responses in the development of asthma and allergies.
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Czynniki srodowiska zewnetrznego takie, jak stres, za-
nieczyszczenie powietrza, dieta, wysitek fizyczny czy in-
fekcje wywotuja zmiany epigenetyczne w komorkach
organizmu cztowieka, w tym w komorkach uktadu opor-
nosciowego. Zmiany te, nie modyfikujac sekwencji DNA,
reguluja ekspresje genéw m.in. na poziomie regionéw
promotorowych, wptywajac tym samym na funkcjonowa-
nie komérek - ich aktywacje, polaryzacje czy zdolnos¢ do
wydgzielania réznorodnych cytokin. Co wazne, zostaja one
utrwalone w kolejnych pokoleniach. Zmiany epigenetycz-
ne moga mie¢ charakter fizjologiczny, przystosowawczy
— w ukfadzie odpornosciowym stanowia jeden z mechani-
zmoéw ksztattowania tolerancji immunologicznej, koniecz-
nej do utrzymania homeostazy. Z drugiej strony moga stac
sie podtozem réznych nieprawidtowosci, np. w zakresie
nadmiernej polaryzacji odpowiedzi zapalnej w kierunku
T2, obserwowanej w przypadku niektérych choréb aler-
gicznych czy astmy [1].

W ostatnich kilkudziesieciu latach nastapit nieobserwo-
wany wczesniej dynamiczny wzrost wystepowania choréb
alergicznych, szczegdlnie w populacjach krajéw i obszaréw
0 znacznym rozwoju ekonomicznym. W bytej Niemieckiej

Republice Demokratycznej (NRD) czestos¢ wystepowania
choréb alergicznych dramatycznie wzrosta w ciagu zale-
dwie 20 lat od zjednoczenia Niemiec [2, 3].Poniewaz kilka
dekad to okres zbyt kroétki, aby wzrost ten wynikat z prze-
ksztatcen ewolucyjnych, zaleznych od zmian na poziomie
genomu, przyczyn tego stanu upatruje sie w modyfikacjach
epigenetycznych, ktére moga zachodzi¢ szybciej. Wyniki
licznych analiz epidemiologicznych wskazuja, ze kluczowa
role w tym procesie moze odgrywa¢ oddziatywanie $ro-
dowiska zycia cztowieka. Dlatego zmiany zachodzace na
poziomie epigenetycznym, bedace odzwierciedleniem od-
dziatywania czynnikéw Srodowiskowych, staja sie po czesci
podstawa do wyjasnienia wptywu Srodowiska na rozwdj
alergii i astmy [4, 5].

Mechanizmy modyfikacji epigenetycznych
Modyfikacje epigenetyczne polegaja na przeksztatce-
niach chemicznych DNA lub histonéw tworzacych chro-
matyne, ktére nie wptywaja na jego sekwencje, czyli kolej-
nos¢ utozenia poszczegdlnych nukleotydéw, ale powoduja
zmiane poziomu ekspresji danego genu lub grupy gendw,
co przektada sie na utrwalenie zmian funkcjonalnosci ko-
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morki. Modyfikacje epigenetyczne moga dotyczyé same-
go DNA, tu zasadniczym mechanizmem jest metylacja.
Zachodza réwniez w obrebie struktur chromatyny droga
chemicznej modyfikacji histonéw gtéwnie w procesie me-
tylacji, acetylacji i fosforylacji [6]. Metylacja DNA polega na
dotaczeniu grupy metylowej do cytozyny, co prowadzi do
powstania 5-metylocytozyny. Metylacji podlegaja najcze-
Sciej regiony promotorowe lub wzmacniajace gendw (pro-
motor or enhancer regions) oraz biatka regulujace chro-
matyne (MeCP2, MBD?2). Jesli do metylowanego regionu
dotaczane sa kolejne grupy metylowe, méwimy o hiperme-
tylacji. Metylacja w komoérkach somatycznych najczesciej
wystepuje w regionie tzw. wysp CpG (cytozyna-fosforan-
guanozyna). Metylacja odpowiada za zmniejszenie eks-
presji genu. Demetylacja DNA jest to usuwanie zaistniatej
w przesztosci metylacji; w procesie tym liczba grup mety-
lowych zazwyczaj ulega zmniejszeniu, ale nie sa usuwane
wszystkie. Demetylacja prowadzi do zwiekszenia ekspresji
genu. Metylacja i demetylacja histonéw, na ktérych nawi-
niete jest DNA, opiera sie na przytaczaniu grupy metylo-
wej do lizyny, czesto w obrebie motywu N-konowego tzw.
,ogona histonu”. Histony podlegaja réwniez reakcjom
acetylacji i deacetylacji, polegajacym na dotaczeniu lub
odtaczeniu grupy acetylowej (CH3CO) do lizyny. Acetylacja
lizyny neutralizuje dodatni tadunek przez co chromatyna
staje sie hydrofobowa, a to rozluznia jej strukture i utatwia
transkrypcje, podczas gdy deacetylacja daje efekt odwrot-
ny. Wptyw zmian epigenetycznych w obszarze chromatyny
na regulacje ekspresji genéw jest bardziej ztozony; nie jest
on przedmiotem niniejszego opracowania. Dziatanie enzy-
moéw odpowiadajacych za powyzsze zmiany biochemiczne
podsumowano w Tabeli I.

Epigenetyczna regulacja polaryzacji cytokinowej
limfocytow Th

Polaryzacja cytokinowa limfocytow dziewiczych ThO,
czyli takich, ktére nie maja jeszcze dominujacego profilu

wydzielanych cytokin, jest wynikiem procesu przeksztatcen
zachodzacych na poziomie epigenetycznym - w obrebie
gendéw dla poszczegdlnych cytokin. Jest on dynamiczny
i zalezy m.in. od srodowiska cytokinowego, ktére - mody-
fikujac ekspresje wiasciwych czynnikéw transkrypcyjnych
oraz genéw poszczegdlnych cytokin w komoérce Th - te
zmiany determinuje [6]. Prowadzi on z jednej strony do
wyciszenia genéw dla jednych cytokin, powodujac mniej-
szy potencjat komorki do ich wytwarzania, z drugiej zas
wprowadza zmiany w genach innych cytokin utatwiajace
ich ekspresje i tym samym predestynujace komérke do
produkcji okreslonych cytokin. W efekcie polaryzacji moze
powsta¢ komérka Th o profilach Th1, Th2, Th17, Treg i in-
nych, zaleznie od nabytej wtasciwosci komorki do produk-
¢ji konkretnych cytokin.

Podczas polaryzacji komérek Th w kierunku Th1, be-
dacej efektem oddziatywania IFN-y i IL-12, dochodzi do
demetylacji genéw dla czynnika transkrypcyjnego TBX21
(T-bet) oraz IFN-y. Demetylacja ufatwia ich ekspresje [7].
Jednoczesnie dochodzi do wyciszenia genéw cytokin prze-
ciwwaznych, metylacji bowiem podlegaja regiony promo-
torowe genéw dla IL-4, 11-13, IL-17 oraz RORC. Stad ko-
moérka o profilu cytokinowym Th1 wytwarza gtéwnie IFN-y.
W przypadku komorek Th2, ktére do rozwoju potrzebu-
ja 14 indukujacej ekspresje czynnika transkrypcyjnego
GATA3, jest odwrotnie [8]. Gen dla IFN-y jest silnie mety-
lowany, co utrudnia jego ekspresje. Podczas gdy geny dla
GATA-3, a takze cytokin: IL-4, IL-13 maja niski stopien mety-
lacji (sa hipometylowane), co zwieksza mozliwos¢ ich tran-
skrypcji, dzieki czemu spolaryzowana komérka Th2 chet-
niej uwalnia IL-4 i IL-13 [9]. W komérkach T regulatorowych
(Treg), ktére do rozwoju potrzebuja TGF-B, dominuje hipo-
metylowana forma czynnika FOXP3 determinujacego profil
funkcjonalny tych komérek, podczas gdy gen dla RORC jest
wysoce etylowany [10]. W komoérkach Th17 sytuacja w za-
kresie tych dwdch czynnikéw jest odwrotna; dodatkowo
obserwuje sie w nich demetylacje loci genéw dla IL-17A

Tabela I. Podsumowanie dziatania enzymoéw uczestniczacych w zmianach epigenetycznych

Enzym

Charakterystyka

Efekt biologiczny:

metylotransferaza 3A i 3B (DNMT3A
i DNMT3B)

metylotransferaza 1 (DNMT1)

katalizuje metylacje DNA do novo

odpowiada

| zmniejszona ekspresja genéw

za dziedziczno$¢, | zmniejszona ekspresja gendw

katalizuje metylacje DNA

Dziesie¢-jedenascie translokacja
dioksygenzametylocytozyny 1 (TET1)

metylotransferazahistonowa (HMT)

usuwanie grup metylowych

przeniesienie grupy metylowej

1 zwiekszona ekspresja genow

| zmniejszona ekspresja genéw

na lizyne lub arginine w obrebie

histonow

demetylazahistonowa (HDM) usuwanie

metylowych 1 zwiekszona ekspresja genow

grup

w obrebie histonéw

acetylotransferaza histonowa (HAT)
lizyny

deacetylazahistonowa (HDAC)

inhibitor deacetylazyhistonowej (HDACis)

dodawanie grupy acetylowej do

usuwanie grupy acetylowej

hamuja deacetylacje histonéw

1 zwiekszona ekspresja genow

| zmniejszona ekspresja genéw

1 zwiekszona ekspresja genow
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Ryc. 1. Wptyw czynnikéw srodowiskowych (zanieczyszczenie powietrza, dieta, infekcje, otytos¢, wysitek fizyczny) na modyfikacje epigenetycz-

ne, ktére skutkuja zmiana ekspresji genéw, a w konsekwencji zmiana polaryzacji odpowiedzi Th-zaleznej, ktéra stanowi jeden z immunopa-

tomechanizmoéw astmy oskrzelowej (Created with BioRender.com).

oraz T-bet [11]. Zatem polaryzacja i potencjat do syntezy
cytokin przez populacje spolaryzowanych komoérek Th sa
Scisle kontrolowane na poziomie zmian epigenetycznych
regionébw promotorowych genéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne i cytokiny charakterystyczne dla poszczegol-
nych profiléw cytokinowych komorek Th.

Modyfikacje epigenetyczne jako jeden
z mechanizmow rozwoju astmy i alergii
Modyfikacje epigenetyczne w komoérkach uktadu odpor-
nosciowego i nabtonka oddechowego moga po czesci ttu-
maczy¢ zwiazek miedzy wzrostem czestosci wystepowania
astmyialergii, obserwowanym na przestrzeni kilku ostatnich
dekad, z dziataniem czynnikéw srodowiskowych na orga-
nizm cztowieka przez cate zycie - poczawszy od okresu pto-
dowego, a obejmujacych zanieczyszczenia i alergeny, diete
oraz mikrobiom [1, 4] (Ryc. 1.). Zapalenie alergiczne cha-
rakteryzuje gtéwnie odpowiedz immunologiczna typu T2,
w ktoéra angazuja sie m.in. komérki Th2 oraz stosunko-
wo niedawno opisane wrodzone komérki limfoidalne 2
(ILC2, innate lymphoid cells 2), zdolne do produkgji du-
zych ilosci IL-5 i IL-4, odpowiedzialnej za produkcje IgE,
eozynofile, mastocyty, rowniez bedace zrédtem m.in. wy-
zej wymienionych mediatoréw, jak tez komérki nabtonka
oddechowego uwalniajace w okreslonych okolicznosciach
po zadziataniu szczegdlnych bodzcéw cytokiny takie, jak:
IL-33, IL-25 oraz TSLP. Uktad odpornosciowy w przebie-
gu chordb alergicznych wykazuje wieksze tendencje do
generowania odpowiedzi typu T2, ktéra dominuje nad
potencjatem generowania mechanizméw T1-zaleznych,
opartych na dziataniu m.in. IFN-y i IL-12. Stan tej ,T2-do-
minacji” moze wynika¢ z nieprawidtowe] aktywnosci ko-
mérek T regulatorowych (Treg), uwalniajacych IL-10, od-
powiedzialnych za utrzymanie tolerancji immunologicznej.
U chorych z zaburzeniami alergicznymi i astma zaobserwo-
wano liczne zmiany na poziomie epigenetycznym zaréwno
w komorkach uktadu odpornosciowego, jak i w komor-
kach nabtonka oddechowego i skéry, zwiekszajace poten-
cjat immunologiczny do generowania odpowiedzi typu T2.
Wyniki badan wykazuja, ze u chorych na astme oskrzelowa
uczulonych na alergeny roztoczy kurzu domowego niski
poziom metylacji genu dla IL-4 koreluje ze zwiekszong eks-
presja i produkcja IL-4 [12]. Jednoczesnie zwiekszona mety-
lacja na obszarze genéw dla FOXP3 i IFN-y moze skutkowac
nizsza ekspresja tych genéw w komoérkach Treg i efektoro-

wych Th u chorych na astme, co wiaze sie z obnizeniem ich
aktywnosci [13].

Wiele czynnikéw Srodowiskowych obejmujacych alerge-
ny, zanieczyszczenia powietrza i wody czy elementy zawar-
te w diecie jest w stanie wywotywac zmiany epigenetyczne
w genomie komoérek uktadu odpornosciowego, prowadzac
do ich przeprofilowania, zwiekszonej tendencji do pro-
dukcji cytokin typu T2, mniejszej aktywnosci T1-zaleznej
i wreszcie ttumienia komorek Treg. Wykazano, ze ekspozy-
cja na alergeny roztoczy kurzu domowego oraz na czastki
spalin z silnikéw Diesla, moze zmniejsza¢ poziom metyla-
cji gendw cytokin typu T2 (IL-4, IL-5) i zwieksza¢ poziom
metylacji gendw cytokin typu T2 (IFN-y)w komérkach Th
CD4+ oraz jednojadrowych komérkach krwi obwodowej
(PBMCs) [14]. Dodatkowo odnotowano, ze czastki spalin
z silnikéw Diesla nasilaja produkcje IgE wobec alergenéw
srodowiskowych. Wzrost ten moze wynikac¢ ze zwiekszonej
metylacji promotora genu dla IFN-y i jednoczesnie zmniej-
szonej metylacji promotora genu dla IL-4, umozliwiajacej
tatwiejsza jej ekspresje. Taki stan immunologiczny sprzy-
ja nadmiernej produkcji przeciwciat klasy IgE, za co od-
powiedzialna jest IL-4. Warto zauwazy¢, ze dieta bogata
w tzw. ,donory metylowe”, czyli zwiazki chemiczne o wy-
sokim stopniu metylacji, sprzyja rozwojowi fenotypu T2.
Mozliwy mechanizm tego zjawiska moze obejmowaé m.in.
hipermetylacje i w konsekwencji wyciszenie genu czynni-
ka transkrypcyjnego RUNX3, genu, ktérego rola jest m.in.
hamowanie aktywnosci genu dla IL-4 oraz zwiekszanie eks-
presji genu dla FOXP3, sprzyjajacego aktywacji mechani-
zmow tolerancji immunologicznej [15]. Zaobserwowano
réwniez, ze metylacja w regionie promotora FOXP3 oraz
w intronowym regionie genu dla IL-10 jest wieksza u oséb
chorych na astme w poréwnaniu z osobami zdrowymi.
Podwyzszony poziom metylacji wynikat z narazenia na za-
nieczyszczenia obejmujace: tlenek wegla (CO), dwutlenek
azotu (NO2), ozonu czy pytéw zawieszonych PM2,5 nawet
90 dni po ekspozycji [16].

Zwiazek zmian epigenetycznych zachodzacych

w zyciu ptodowym z rozwojem alergii i astmy
Uwaza sie, ze zmiany na poziomie epigenetycznym i ich

zwiazek z utrwaleniem sktonnosci do generowania odpo-

wiedzi immunologicznej typu T2 i rozwoju choréb aler-

gicznych moga zachodzi¢ juz na etapie zycia ptodowego.
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Zaobserwowano zaleznosci miedzy ekspozycja na dym ty-
toniowy matek ciezarnych z rozwojem atopowego zapale-
nia skoéry u dzieci w 2 rz., a metylacja genu dla limfopoety-
ny zrebu grasicy (TSLP) w leukocytach krwi pepowinowej
[17]". Co ciekawe, odnotowano rowniez réznice w pozio-
mie metylacji promotora genu dla TSLP, ekspresji mRNA dla
TSLP oraz stezenia samego biatka TSLP w wycinkach skory
zapalnie zmienionej u dzieci chorych na AZS w poréwnaniu
z probkami pobranymi ze skéry zdrowej [18]. Wykazano,
ze oddziatywanie wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych u kobiet ciezarnych moze by¢ zwiazane
z hipermetylacja promotora dla IFN-y w leukocytach krwi
pepowinowej, co przektada sie na ich mniejsza zdolnos¢
wytwarzania tej promujacej odpowiedz typu T1 cytokiny
[19]. W innym badaniu odnotowano, ze silna ekspozycja
na wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne moze
wiazac sie z bardziej nasilona metylacja DNA /ocus FOXP3
komoérek Treg pochodzacych z jednojadrowych komoérek
krwi obwodowej (PBMCs). Co ciekawe, powyzsze zjawisko
byto bardziej wyrazne u dzieci chorych na astme, niz u dzie-
ci zdrowych [20]. Nalezy zaznaczy¢, ze zmiany na pozio-
mie epigenetycznym moga przektadac sie na potencjat do
produkcji przeciwciat klasy IgE. Ot6z u potomstwa myszy
ciezarnych karmionych pasza o duzej zawartosci ,,dono-
row metylowych” stwierdzono wyzszy poziom przeciwciat
IgE w poréwnaniu ze zwierzetami niepoddanymi diecie o
duzej zawartosci zwiazkéw metylowanych [21]. Istotnym
czynnikiem oddziatujacym w okresie prenatalnym, jak
i poporodowym, jest réwniez dym tytoniowy, narazenie
na ktory silnie wiaze sie ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju
astmy i alergii. U podfoza tego zwiazku moze leze¢ zdol-
nos¢ licznych substancji dymu tytoniowego do modyfikac;ji
epigenetycznych [22 - 24].

Terapia alergii i astmy oparta o modyfikacje
epigenetyczna odpowiedzi immunologicznej
typu T2

Wiedza dotyczaca udziatu i znaczenia szeroko poje-
tych zmian epigenetycznych w patogenezie alergii i astmy
moze stac sie w przysztosci podstawa opracowania terapii
opartych o modyfikacje statusu epigenetycznego poszcze-
go6lnych komoérek czy tkanek. Dotychczas zaobserwowano
bowiem, ze samoistne ustapienie astmy czy alergii IgE-
-zaleznej, np. na alergeny mleka krowiego po wiaczeniu
diety eliminacyjnej, bedace przejawem tzw. ,wyrastania
z alergii” - naturalnego zjawiska obserwowanego nierzad-
ko w klinice - wiaze sie z jednoczesnymi zmianami stanu
metylacji genu dla FOXP3, odpowiedzialnego za jeden
z mechanizméw indukgji tolerancji immunologicznej zalez-
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nej od komorek Treg [6, 25]. Co wiecej, u dzieci odczula-
nych droga doustng oraz u chorych, u ktérych stosowano
swoista immunoterapie alergenowa metoda podjezykowa,
zaobserwowano zachodzenie procesu demetylacji regionu
TSDR genu dla FOXP3 (Treg-SpecificDemetilation Region),
warunkujacego stabilng ekspresje czynnika FOXP3 [26].

W badaniach na zwierzetach wykazano, ze podawanie
myszom ciezarnym probiotycznego szczepu Acinetobacter
Iwoffii F78, ktérego obecnos¢ i naturalna ekspozycje zi-
dentyfikowano na obszarach wiejskich, {3-135,136} moze
zapobiec rozwojowi astmy w modelu z zastosowaniem
owoalbuminy [27]. Prewencyjne dziatanie tego probiotyku
wiazato sie z nasilona acetylacja histonu 4 w promotorze
genu dla IFN-y i deacetylacja w genie dla IL-4 w komérkach
T CD4 + i w konsekwencji przyczynito sie do obnizenia
ekspresji IL-4 i odpowiedzi immunologicznej typu T2 [28].
Co wiecej, w niewielkim badaniu interwencyjnym wykaza-
no, ze przyjmowanie z pokarmem Lactobacillus rhamnosus
przez dzieci z alergia na biatko mleka krowiego sprzyjato
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